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RESUMO

JUSTIFICATIVA: A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e tem como fungdes revestir,
delimitar, proteger e interagir com o meio exterior. Assim, a cicatrizacdo da pele é um elemento
fundamental para a salde humana, tanto na ocorréncia de lesdes quanto em procedimentos
cirdrgicos. A eficacia do processo de cicatrizacdo pode ainda ser apriomorada através do
desenvolvimento de produtos que tenham origem em plantas com uso tradicional, esta
importancia é potencializada quando levamos em consideragdo que o Brasil € um pais
megadiverso, sendo a regido Amazonica o grande celeiro desta diversidade. Assim, neste
estudo buscamos deselvolver um composto pré cicatrizacdo a base dos 6leos de andiroba
(Carapa guianensis), copaiba (Copaifera langsdorffii) e do p6 de Guarana (Paullinia Cupana),
trés plantas de origem amazonica que possuem potencial efeito cicatrizante via modulacéo
da fase inflamatéria e proliferativa de fibroblastos. E possivel que a combinacdo dos 6leos e
guarana resulte em um potencial produto farmacolégico inovador, com alto potencial pré-
cicatricial. OBJETIVOS: Geral: Desenvolver e Analisar o efeito de um produto obtido via
extracdo combinada de andiroba, copaiba e guarana (ACG) sob a forma de dleo bifasico e
emulsdo através da andlise de modelos de cicatrizag¢&o in vitro e in vivo. Especificos: Realizar
as andlises utilizando fibroblastos dérmicos e minhoca californiana Eisenia fetida, modelo in
vivo de regeneraco corporal via incisdo cirirgica da regifo caudal. METODO: Por se tratar
de um estudo que ndo envolve contato direto com vertebrados, ndo houe necessidade de
aprovacdo em Comité de ética. Apos a obtencdo do ACG a capacidade antioxidante e
genotoxica/ genoprotetora foi avaliada em testes néo celulares. Para os testes utilizando-se a
linhagem comercial de fibroblastos dérmicos HFF-1 e minhocas californianas (Eisenia Fetida),
também obtidas comercialmente. As células foram cultivadas em condi¢cdes padronizadas, e
nestas foi realizado o teste strach assay (modelo in vitro de leséo na pele) as células foram
tratadas com o ACG em diferentes concentracdes e apos inclub¢cao de 24/72 horas, testes de
viabilidade/ proliferacdo celular marcadores de crescimento, estresse oxidativo e inflamacao
foram analisados. No modelo in vivo, 0s animais tiveram uma incisdo caudal foram
imediatamente tratados com ACG sob a forma de 6leo e emulséo, apés 24 horas foi analisada
a expressao génica e apos 7 dias fez se a andlise dos padrées de regeneracdo. A andlise
estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via seguida de teste post hoc de
Tukey. Sendo considerados significativos testes com p < 0.05. RESULTADOS:Como
resultados do estudo o ACG demonstrou forte atividade antioxidante, e n&o foi genotoxico nos
testes aqui realizados. Frente aos modelos celulares apresentou agdo antioxidante, anti-
inflamatdria e pro-cicatricial. Nos testes in vivo foi capaz de modular positivamente o gene
SOX-4 totalmente relacionado ao processo de regeneracdo/ cicatrizacdo, ainda na presenca
do 6leo ACG o processo de regeneracao se deu de maneira mais intensa inclusive com melhor
angiogenese. CONCLUSOES: Assim, apesar das limitagbes metodoldgicas, consideramos
relavantes os dados obtidos neste estudo uma vez que foi desenvolvido um novo produto aqui
denominado ACG, cujo os resultados iniciais mostram ac¢ado antioxidante, anti-inflamatoéria e
pro-cicatrizacdo do composto desenvolvido, mais estudos precisam ser realizados para
comprovagdo dos resultados aqui obtidos, entretanto acreditamos que futuramente o
desenvolvimento de um produto comercial com fins clinicos podera ser uma realidade.

DESCRITORES: Pele; Cirurgia; Cicatrizacdo; Inflamacao; Proliferacéo celular.



ABSTRACT

BACKGROUND: The skin is the largest organ of the human body and its functions are to coat,
delimit, protect and interact with the external environment. Thus, skin healing is a fundamental
element for human health, both in the occurrence of injuries and in surgical procedures. The
effectiveness of the healing process can be further enhanced through the development of
products that originate from plants with traditional use, this importance is enhanced when we
consider that p Brazil is a megadiverse country, being the Amazon region the great granary of
this diversity. Thus, in this study we sought to develop a healing compound based on andiroba
(Carapa guianensis), copaiba (Copaifera langsdorffii) and Guarana (Paullinia Cupana) oils,
three plants of Amazonian origin that have potential healing effect via phase modulation
inflammatory and proliferative fibroblasts. It is possible that the combination of oils and guarana
will result in a potential innovative pharmacological product with high pro-healing potential.
OBJECTIVES: General: Develop and analyze the effect of a product obtained via combined
extraction of andiroba, copaiba and guarana (ACG) in the form of biphasic oil and emulsion
through the analysis of in vitro and in vivo healing models. Specific: Perform the analysis using
dermal fibroblasts and Californian worm Eisenia fetida, in vivo model of body regeneration via
surgical incision of the caudal region. METHOD: Because it is a study that does not involve
direct contact with vertebrates, there is no need for approval by the Ethics Committee. After
obtaining the ACG the antioxidant and genotoxic / genoprotective capacity was evaluated in
non-cellular tests. For the tests using the commercially derived dermal fibroblast line HFF-1
and Californian worms (Eisenia Fetida), also commercially obtained. The cells were cultured
under standard conditions, and in these strach assay (in vitro skin lesion model) tests were
performed. The cells were treated with ACG at different concentrations and after 24/72 hour
inclination, viability tests / cell proliferation. Growth markers, oxidative stress and inflammation
were analyzed. In the in vivo model, the animals had a caudal incision were immediately
treated with ACG in the form of oil and emulsion, after 24 hours gene expression was analyzed
and after 7 days regeneration patterns were analyzed. Statistical analysis was performed by
one-way analysis of variance followed by Tukey post hoc test. Considering significant tests
with p <0.05. RESULTS: As a result of the study, ACG demonstrated strong antioxidant
activity, and was not genotoxic in the tests performed here. In front of the cellular models
presented antioxidant action, anti-inflammatory and pro-cicatricial. In in vivo tests it was able
to positively modulate the SOX-4 gene totally related to the regeneration / healing process,
even in the presence of ACG oil the regeneration process was maore intense even with better
angiogenesis. CONCLUSIONS: Thus, despite the methodological limitations, we consider the
data obtained in this study to be relevant since a new product called ACG was developed here,
whose initial results show antioxidant action, anti-inflammatory and pro-healing of the
developed compound, more studies need to be performed. To prove the results obtained here,
however, we believe that in the future the development of a commercial product for clinical
purposes may be a reality.

KEYWORDS: Skin; Surgery; Healing; Inflammation; Cell proliferation.
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11
1 INTRODUCAO

1.1 A pele

A pele é o maior 6rgao do corpo, sendo composta por duas camadas principais,
epiderme e derme, em associacdo a hipoderme que € representada por uma camada
subcutanea que contém tecido adiposo, abaixo da camada adiposa encontram-se 0s
musculos e entédo, ossos (Figura 1) (KEDE e SABATOVICH, 2004).

Figura 1: Estrutura Geral da Pele Humana. A- Representacdo da pele e anexos; B- Viséo histolégica
da epiderme, membrana basal e derme.

A B <
Eixo do pelo
Poro
Epiderme [ Nervo
Epiderme
I Glandula Sebicea
Derme
Glindula Danlias .
L Sudoripara Saisr .. — 7N
[ Foliculo
Hipoderme —_— o
— Adipadcitos Derme
Camada >
Muscular

Fonte: Figura elaborada pelo autor desta dissertacdo a partir de figuras disponiveis no Google imagens
e Atlas Digital de Histologia Basica Universidade Estadual de Londrina (UEL) - 2014.

A camada epidérmica é avascular, histologiamente constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, caracterizada pela presenca de diversas
células, como: queratinécitos, melanandcitos, células do sistema imune (macréfagos,
células de Langerhans e plasmdcitos). TEm-se ainda as céulas relacionadas a funcéo
sensorial da pele, as chamadas células de Merkel (RAMOS - SILVA, e CASTRO,
2010). As celulas da epiderme tém a propriedade de se renovar, devido a alta funcéo
mitética da membrana basal, que fica em contato direto com a derme, assim conforme
novas células vao sendo produzidas/ amadurecidas estas migram da camada mais
profunda para a camada mais superficial (KEDE e SABATOVICH, 2004).

Ja a derme, € uma camada altamente vascularizada e inervada, é constituida
por tecido conjuntivo, produzido pelos fibroblastos, macrofagos, leucécitos e
terminacfes nervosas. A derme esta intimamente relacionada a manutencdo da

homeostase do organismo vivo, uma vez que esta diretamente relacionada a
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regulacdo da temperatura, sensibilidade a dor e presséo, hidratacdo e sintese de
vitamina D. Além disto, é considerada a barreira protetora contra produtos quimicos e
patdogenos externos. Por este motivo, o dano a qualquer parte da pele leva ao
desenvolvimento de feridas que podem comprometer a saude (HO et al., 2017).
Levando em consideragdo o érgao pele, as principais células que a compde
sdo os queratindcitos e fibroblastos (Figura 2). Os queratindcitos estao presentes em
aproximadamente 80% da epiderme. Estas células responsaveis pela formacao do
epitélio estratificado pavimentoso, queratindcitos sdo assim chamados por produzirem
a proteina queratina, que confere protecdo. Ja os fibroblastos, localizados na derme,
sdo células de formato estrelado, com prolongamentos citoplasmaticos que tem como
principal funcdo a sintese de colageno, elastina, acido hialurénico e ainda,
desempenham um papel fundamental na expressdo de componentes da membrana
basal, produzem laminina e influenciam os queratinécitos na formagcéo da membrana
basal (GOLUBTSOVA et al., 2016). O fibroblasto também pode ser capaz de sintetizar
fatores de crescimento para a diferenciacéo e proliferacdo celular, sendo uma célula

chave no processo cicatricial da pele (CLARK et al., 2007).

Figura 2: Fibroblastos e Queratin4citos em contraste de fase. Visualizacdo por microscopio de
fluorescéncia.

Fibroblastos Queratindcitos

Fonte: Figura criada pelo autor dessa dissertacéo, a partir de imagens obtidas no 3H Biomedical.
Disponivel em: < https://www.3hbiomedical.com>.

1.2 Dinamica do processo cicatricial da pele

O Brasil € um dos paises que mais realiza cirurgias plasticas, sendo a da mama

o procedimento mais frequentemente realizado pelas mulheres saudaveis (reducéo,


http://www.3hbiomedical.com/
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aumento ou levantamento das mamas) ou por mulheres portadoras de céncer de
mama (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIRURGIA ESTETICA, 2015). Com certeza o
principal elemento critico e complicador da cirurgia estética, relaciona-se a
cicatrizacdo. Quando este processo sofre alteracdes do padréo esperado, pode gerar
problemas estéticos ndo desejados no local da cicatriz (JOYCE et al., 2015). Apesar
dos avangos da area, existe a necessidade de desenvolver estratégias
complementares que melhorem a qualidade da regeneracéo tecidual e minimizem
assim, as complicacfes relacionadas aos processos cicatriciais (HO et al., 2017).

A cicatrizacdo de feridas na pele é um processo dindmico e complexo,
coordenada por uma cascata de eventos celulares, moleculares e bioquimicos que
interagem e determinam a reconstituicao do tecido. A sequéncia ordenada de eventos
cicatrizais foi descrita ha mais de um século por Carrel, sendo subsequentemente
dividida em cinco etapas: (1) inflamacao; (2) angiogénese; (3) migracao e proliferacao
de fibroblastos; (4) formacgé&o da cicatriz e (5) remodelamento (BROUGHTON et al.,
2006; HO et al., 2017). A Figura 3 apresenta uma representacdo esquematica do

processo cicatricial.

Figura 3 - Representacdo Esquemética do Processo cicatricial.
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Fonte: Teixeira et al., 2018
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1.2.1 Fase Inflamatdria da cicatrizacao

Em geral qualquer processo inflamatério do organismo possui duas fases
complementares, onde a primeira visa limpar a area lesionada de restos celulares e
outros residuos ocasionados pelo trauma do corte via resposta proinflamatéria dos
macrofagos M1 residentes no tecido conjuntivo, e de outras células imunes recrutadas
para o local lesionado. Nesta fase, os macréfagos M1 passam a produzir uma cascata
de citocinas pro- inflamatérias como a interleucina (IL) 1B, IL-6 e Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a). Esta fase esta associada ao aparecimento dos sintomas
clinicos da inflamacédo que incluem edema, dor e calor e na regido lesada. Este
processo estimula a transformacdo dos macréfagos M1 em macréfagos M2, que
passam a ter atividade anti-inflamatéria via producao de citocinas como a IL-10. Esta
segunda fase inibe a producdo das citocinas proé-inflamatérias e estimula a
regeneracao do tecido lesado (WERNER E GROSSE, 2003; SUNDERKOTTER et al.,
2004; DELAVARY etal., 2011; MINUTTI et al., 2016). Na pele lesada, estes processos
estardo também presentes e serdo de vital importancia para a sua cicatrizacao.

Durante a primeira etapa da leséo, os queratinécitos reagem ao dano celular.
A hemostasia é alcancada por vasoconstriccdo endotelial ativada e pela producéo de
uma cascata de coagulacdo (BROUGHTON et al., 2006). As plaquetas tém um papel
de grande relevancia na cicatrizacdo, ja que além de participarem da cascata
coagulatéria liberam para o meio diversas moléculas sinalizadoras, como o fator de
crescimento de transformacédo beta (TGF-B), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDFF), fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento dérmico (EFF), prostaglandinas e tromboxanos (BROUGHTON et al.,
2006, HO et al., 2017). Estas moléculas se difundem e agem no local lesionado,
aumentando a vasodilatacdo, a permeabilidade vascular e promovendo a
recrutamento para o local de células do sistema imune, com destaque aos neutrofilos
e macroéfagos.

Os neutrofilos atuam diretamente na limpeza do tecido lesado via fagocitose.
No caso, a regulacdo da diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos envolve o TGF-
B. Estes eventos sao vitais para o desencadeamento da resposta inflamatdéria local.
Estas células sao as primeiras a chegarem a regido lesada, através do fenbmeno da
diapedese, onde se inicia a inflamacdo. Portanto, sdo os tipos celulares

predominantes no primeiro e segundo dias. Apds cessar a migracao destas células,
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estas permanecem localizadas difusamente no coagulo formado (BROUGHTON et
al., 2006, ZIEGLER et al., 2012).

O segundo tipo de célulaimune que chega ao local da leséo, sdo os macrofagos
formados a partir da diferenciacdo dos mondcitos circulantes no sangue. Estes
comecam a atuar entre o 2° e 5° dia, e ao contrario dos neutrofilos sdo elementos
celulares criticos no processo de reparo tecidual (DI PIETRO, 1995). Os macrofagos
estdo praticamente presentes durante todas as etapas do processo de reparacao e a
deplecdo condicional durante as diferentes fases da cicatrizacdo de feridas,
ressaltando que os macrofagos cumprem fungdes funcionais distintas, enfatizando a
grande diversidade e plasticidade destas células no processo cicatricial (MINUTTI et
al., 2016). Além dos macréfagos derivados de mondcitos, dois tipos de populacdes
de macrofagos residem na pele e também atuam na cicatrizacdo: As células de
Langherhans (células dendriticas), que estdo localizadas principalmente na camada
epidérmica e os macrofagos residentes na derme. Entretanto, o papel das células de
Langerhans ainda ndo esta totalmente esclarecido (MINUTTI et al., 2016).

Na lesdo, as células danificadas liberam célcio, que atuam nos macréfagos
residentes ativando a enzima Dinucle6tido de nicotinamida e adenina (NADP oxidase),
gue por sua vez, produz niveis elevados de peréxido de hidrogénio (H20>). O célcio e
o H202 mobilizam células epiteliais e imunes para o local da ferida. Nos mondcitos, o
aumento de H2O: ativa a liberacao da proteina HMGB-1 (do inglés, high-mobility groyp
Box 1 protein). A HMGB-1 e moléculas como a adenina trifosfato (ATP) ativam a
resposta inflamatéria ndo-microbiana associada a lesdes teciduais, sendo em
conjunto conhecidas como moléculas DAMPS (do inglés, danger-asssociated
molecular, patterns). Quando uma célula se rompe, o ATP acaba sendo liberado para
0 meio extracelular, sendo rapidamente reconhecido por receptores celulares
purinérgicos (P2Y e P2X) presentes na membrana dos macrofagos, residentes na
derme. Esta ligacao atrai estes macrofagos para o local lesionado e fazendo com que
0s mesmos liberem citocinas pro- inflamatérias armazenadas no citoplasma sob uma
forma inativa. Estas incluem, por exemplo, a IL-13 e a IL-6. Logo a seguir ocorre a
producdo do TNF-a (MINUTTI et al., 2016; WYNN E VANNELLA, 2016; HO et al.,
2017).

Estas citocinas - principalmente IL-1 e TNFa - produzidas principalmente por
macréfagos induzem a vasodilatagdo que age a fim de lentificar a circulacédo

sanguinea, diminuindo sua forca de arraste, e auxiliando o ingresso de contingentes
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de células imunes do sangue para a lesdo. A producdo do TNF-a, atua na
amplificacdo maior da resposta inflamatoria e na formacgéo de tecido de granulagdo
(WYNN E VANNELLA, 2016).

1.2.2 Angiogénese, Migracao e Proliferacao de Fibroblastos

O acumulo de células como neutrdfilos e a ativacdo dos macrofagos no local
lesado, diminui o aporte de oxigénio e nutricdo no local. Esta condigcdo acaba
aumentando a hipdxia, e consequentemente as concentracdes de acido latico levando
a diminuicdo do pH tecidual. Esta combinacéo atua nos macrofagos induzindo estas
células a produzirem fatores de crescimento. Novamente aqui, 0s macréfagos
possuem papel fundamental no processo. Na continuidade da cicatrizagéo, ocorre a
chamada fase proliferativa que tem uma duracdo maxima de 14 dias.

Esta fase abrange mdultiplos processos como a angiogénese, epitelizacéo,
formacao do tecido de granulacdo e deposicdo de coldgeno. Assim, a proliferacdo
celular junto com a angiogénese sao processos que devem ocorrer sendo estimulados
pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de FGF (MINUTTI et al.,
2016; HO et al., 2017).

Os fibroblastos sdo predominantes nos estagios iniciais da cicatrizacdo e
alguns se transformam em miofibroblastos, que sao responsaveis pela contracdo da
ferida. Os fibroblastos secretam componentes da matriz extracelular, que formam as
bases para o reparo da pele (TRACY et al., 2016). O processo de re-epitelizacdo com
proliferacdo e migracdo de células epiteliais comeca cedo apés a leséo, e continua na
fase de remodelacdo. O aumento da atividade fibroblastica resulta na producéo e
depodsito de colageno tipo Ill, que inicialmente pode representar 30% do colageno
cicatricial da ferida. Gradualmente, o colageno Il é substituido por colageno de tipo |
e na segunda semana, a producdo de tipo | passa a ser predominante. Tanto o
colageno tipo | quanto o Il sdo produzidos durante a cicatrizagao de feridas, mas é a
proporcao de sua producdo que determina a proporcdo de colageno. O acumulo
liquido de colageno atinge seu apice na terceira semana apés a ocorréncia da lesao.
Durante o restante do estadgio de remodelacdo, taxas elevadas de coldgeno séo

produzidas, sem que haja um aumento global de liquido. Este processo ocorre porque
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a taxa de producdo e degradacao de coldgeno chega a um equilibrio (MADDEN E
PEACOCK, 1968; HO et al., 2017).

Com a migracéo e proliferacéo dos fibroblastos comeca a se formar o tecido de
granulacao por volta do 4° dia (GUIDUGLI-NETO, 1987), composto por macrofagos,
fibroblastos e vasos neoformados que sdo mantidos por uma matriz extracelular
frouxa, formada principalmente por fibronectina, acido hialurénico e colagenos do tipo
| e Il. O aspecto deste tecido € edemaciado devido a presenca de enormes espacos
vazios, ja que 0s vasos sanguineos sao ainda imaturos, muito exudativos e sangram
facilmente. Esta etapa da cicatrizagdo € um processo essencial porque ir4 permitir a
nutricdo e a troca gasosa adequada das células ativas (EMING et al., 2014; HO et al.,
2017).

1.2.3 Formacgéo da Cicatriz e Remodelamento Tecidual

O leito de uma ferida aberta precisa ser preenchido, e este processo ocorre a
partir de dois mecanismos diferentes e complementares. O primeiro envolve a
natureza anatémica da ferida que ir& proporcionar estimulos que levam a migracao e
proliferacédo das células para o local (fibroblastos, queratindcitos) a partir das margens
teciduais nao lesadas. Este fenbmeno é conhecido como “efeitos de vizinhanga”
(MONTESANO E ORCI, 1988). O segundo envolve o movimento das margens da
ferida, uma em direcdo a outra como se sofressem uma tracéo invisivel (PEACOCK,
1984). E relevante salientar que a superficie da ferida, como esta oxigenada e bem
umedecida acelera o processo de migracdo das células epiteliais para o centro da
ferida. Quando as células epiteliais encontram a crosta da ferida, ocorre um retardo
na sua velocidade de migracdo sendo acionado um mecanismo conhecido como
“inibicdo por contato”, e as células voltam a apresentar um padréao citolégico original.
No final desta fase, o leito da ferida ja esta totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo, a circulacdo ja foi reestabelecida pela angiogénese e a rede linfatica
comeca também a se regenerar. De modo lento, o tecido de granulacao é enriquecido
com maior quantidade de fibras colagenas o que fornece a aparéncia da cicatriz da
regido lesada em consequéncia do acumulo de massa fibrosa no local (MINUTTI et

al., 2016; HO et al., 2017). E importante salientar que reparacdo é o fechamento de
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feridas com formacao de cicatrizes e, regeneracao € o fechamento perfeito dos tecidos

danificados, sem cicatrizes.

1.3 Potencial uso de extratos amazonicos na cicatrizacéo

O uso de plantas medicinais para tratar aspectos relacionados a saude e
estética humana é relatado h& milénios na medicina tradicional distribuidos por todo o
mundo, como é o caso da medicina chinesa e tibetana. Atualmente, estima-se que
25% de todos os farmacos tradicionais sdo derivados direta ou indiretamente de
plantas medicinais. Com a inclusdo de certas classes de produtos farmacéuticos,
como farmacos antitumorais e antimicrobianos, essa percentagem pode ser maior que
60% (WHO, 2012; HAYTA et al, 2014).

Um numero expressivo de espécies de plantas representa uma fonte de
moléculas com amplo potencial em aplicacdes farmacoldgicas. Tais plantas, ndo s6
possuem constituinte, como também, sdo usados diretamente como agentes
terapéuticos, e ainda, como matérias-primas para a sintese, ou modelos para
compostos farmacologicamente ativos. Assim, atualmente, farmacos naturais, sédo
considerados uma das maiores fontes de medicamentos ja aprovados no Brasil e no
Mundo (BRASIL, 2016; SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ FERNANDES; PIETRO, 2018).

Entretanto, é importante que sejam realizadas pesquisas em todas as suas
fases para que o uso destas plantas com efeito cicatrizante possa ser feito a partir dos
pressupostos da medicina baseada em evidéncias (MABONA E VUUREN, 2013).
Portanto, pesquisar o potencial de farmacos a base de plantas € uma emergéncia e
uma responsabilidade desafiadora, que € indispensavel no desenvolvimento de novas
tecnologias relacionadas ao cuidado das lesdes cutaneas (AMIRKIA E HEINRICH,
2015; URIMNALA et al., 2017).

Nos processos cirlrgicos as células lesionadas sédo de fato substituidas pelo
tecido cicatricial, que é composto por fibras de colageno. Estratégias terapéuticas para
minimizar estas complicacbes tém sido investigadas, principalmente aquelas que
aumentam a producdo do acido hialurénico (AH), hidratam e s&o anti-inflamatorias
(WEN et al., 2010; OWUANG et al., 2011; PARK et al., 2015; TITO et al., 2015;
MAHEDIA et al., 2016). Este processo pode acabar ocorrendo de modo
desorganizado produzindo ondulacdes, depressdes, repuxamentos associados a

complicagbes pos-cirurgicas importantes, incluindo formagéo de hematoma, seroma,
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retardo na cicatrizagdo do corte, perda na sensibilidade do mamilo, isquemia ou
necrose, hipertrofia entre outros (BARR et al., 2016; HAMMOND E KIM, 2016; MISANI
E DE MAY, 2016;SHESTAK E DAVIDSON, 2016).

Existem muitos extratos de plantas que possuem potencial uso em processos
de cicatrizacdo, principalmente oriundos de espécies nativas da Amazénia (DE
VARGAS et al., 2016) que sao utilizados na medicina tradicional com o objetivo de
estimular a cicatrizacao de feridas. Entretanto, estudos sobre o potencial uso de certos
extratos combinados na cicatrizagdo cirdrgica sdo ainda bastante incipientes. Tais
estudos sao relevantes porque apresentam um potencial elemento de inovacao tanto
na area da cirurgia veterinaria quanto humana. Trés plantas podem ser destacadas: a
andiroba (Carapa guianensis, Meliaceae) e a copaiba (Copaifera langsdorffii) e o
guarana (Paullinia cupana, Sapindaceae) . Os 6leos destas duas primeiras plantas
sdo utilizados na medicina tradicional amazbnica por suas potenciais propriedades
anti-inflamatdrias, antimicrobianas, emolientes e também na cicatrizacao de feridas
(GUIMARAES et al., 2016).

1.3.1 Potencial cicatrizante da Andiroba

A andiroba é utilizada na medicina popular no Brasil e, outros paises
abrangendo a floresta amazonica. Esta espécie nativa da Amazbnia também é
denominada andirova, andiroba - suruba, angirova, carapa e purga-de-santo-Inacio
(PENNINGTON E STYLES, 1981). Sua distribuicdo geogréfica vai da América Central
até o Norte da América do Sul, incluindo a Guiana Francesa e Britanica, Caribe,
Trinidad, Venezuela, Equador, Coldmbia, Peru e Brasil. Esta espécie também esta
distribuida no oeste da India e na regido Sul do continente africano. No Brasil, a
andiroba é encontrada principalmente nos estados do Amazonas, Acre, Amapa e Para
e na Regido Nordeste no Estado do Maranhdo (MENDONCA E FERRAZ, 2007,
SAKURAGUI et al., 2012; MINSTERIO DA SAUDE, 2015).

A andiroba é uma planta arbérea, encontrada principalmente nas varzeas e
igap6s, mas que também pode ser cultivada em terra firme, pertence a familia botanica
Meliaceae. O seu nome popular deriva do termo tupi que significa “adi'roba”, “6leo
amargo” (Figura 4). O fruto da andiroba € uma capsula globosa que contém 4-6

reparticdes internas independentes (valvas). Quando o fruto cai, as valvas se separam
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liberando de 4 a 12 sementes que apresentam coloracdo marrom com tamanho médio
de 4,7 cm, mas que varia de 1 a 6 cm (MENDONCA E FERRAZ, 2007).
Praticamente todas as partes da arvore de andiroba s&o utilizadas, incluindo o
0leo da semente, que é empregado popularmente no tratamento de inflamacdes e
infecgbes. A producdo do 6leo de andiroba ocorre a partir de um sistema extrativista
gue obtem as améndoas da espécie que sdo cozidas e colocadas para secar ao longo
de 30 dias. Este processo é popularmente chamado de “descanso”. Durante este
periodo ocorre a fermentacdo da améndoa necessaria para que o0 0leo se concentre
e seja posteriormente extraido. Para tanto, a massa cozida das améndoas € prensada
e 0 Oleo é coletado. Segundo informacéao técnica de 10 quilos de améndoa ocorre a
extracdo de cerca de 4 litros de 6leo de andiroba (MENDONCA E FERRAZ, 2007).

Figura 4: Visualizacéo da arvore e do fruto da andiroba (Carapa guianensis, Meliaceae). A améndoa é
utilizada para a producéo de 6leo com propriedades fitoterapicas.
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Fonte: Figura organizada pelo autor desta dissertacdo. Fotos disponiveis em : <
http://www.carapa.org/data/lmage/phototheque/quianensis/C_%20guianensis%20fruitsl.jpg>, <
https://www.researchgate.net/publication/277044662 Estrutura_distribuicao_espacial e producao de
sementes _de andiroba Carapa guianensis Aubl no sul do estado de Roraima>.

Com base nas informagdes contidas na monografia da andiroba publicada pelo
Minstério da Saude do Brasil (2015) foi obtida uma sintese de informacdes sobre a
composicdo quimica, a partir de extratos aquosos, hidro-alcéolicos e com hexano

(Tabela 1). Estudos que caracterizaram quimicamente o 6leo de andiroba
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descreveram que o mesmo € composto principalmente por material saponificavel, ja
que possui alta porcentagem de &cidos graxos insaturados, o que é de grande
interesse para a industria cosmética (MINISTERIO DO BRASIL, 2015).

Entretanto, uma pequena porcentagem deste 6leo (2 a 5%), € constituida por
moléculas bioativas chamadas “limondides”, como é o caso da: andirobina,
epoxiazadiradiona, 6a-acetoxiepoxiazadiradiona, 6a-acetoxigedunina, 6b-acetoxi
gedunina, 11b-acetoxigedunina, 6a,11b-diacetoxigedunina, 6b,11b-diacetoxigedunina
6a-hidroxigedunina e  7-desacetoxi-7-oxogedunina, 17b-hidroxiazadiradiona,
gedunina, 6a-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina e xilocensina k. A base
guimica destas moléculas é a geduina, que € um metabdlito secundario encontrado
em espécies da familia Meliaceae como a Azadirachta indica (Neem) e a andiroba
(TAYLOR, 1984).

Tabela 1. Sintese das principais moléculas bioativas identificadas em extratos de
semente andiroba obtidos com diferentes solventes e no 6leo prensado (Fonte:
MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Classes quimicas Sementes (extratos)
AQuoso Hexano Oleo
Triterpenodides Ausente Presente Presente
Tetraterpenos Ausente Ausente Presente
Alcaloides Ausente Ausente Presente
Taninos Ausente Ausente Ausente
Limondides Ausente Ausente Presente

Os limondides sdo as moléculas bioativas que parecem contribuir
significativamente para as propriedades medicinais da andiroba. Em termos quimicos
estas moléculas apresentam polaridade moderada, sao insoliveis em agua e em
hexano, mas sédo soluveis em alcool e acetona. De fato, existem hoje mais de 300
tipos de moléculas limondides descritas na literatura, sendo também encontradas nas
frutas citricas (ROY E SHAILENDRA, 2006).

Segundo a revisdo de Henriques e Penido (2014), Evidéncias a partir de diferentes
modelos experimentais de roedores mostraram que o Oleo de andiroba inibe a

formacdo de edema através do comprometimento das vias de sinalizacdo
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desencadeadas por histamina, bradicinina e fator ativador de plaquetas. Os
tetranortriterpenoides também diminuiram a intensidade da producdo dos mediadores
pré-inflamatérios que desencadeiam a infiltracdo de leucdcitos no local inflamatorio,
incluindo os niveis de IL-1B e TNFa. Esse fenbmeno parece depender da inibicdo da
ativagcdo do fator nuclear kB (NFkB). A andiroba possui efeito antimicrobiano relatado na
literatura (MECCIA et al., 2013; Wanzeler et al., 2018).

Os limonoides obtidos a partir da andiroba também apresentam efeito
hepatoprotetor (BRITO et al., 2013; NINOMYA et al., 2016). Um estudo mais recente
também descreveu que a andiroba diminuiria a ativacdo de macréfagos possuindo
assim, um potencial efeito antiinflamatério (MATSUI et al., 2014; HIGUCHI et al.,
2017). Milhomem-Paixao et al (2016) também descreveram que o 6leo de andiroba
tem uma alta capacidade antioxidante.

Considerando a sua composi¢ao quimica a base de limonoides é possivel que
os efeitos biolégicos do 6leo de andiroba estejam muito relacionados com estes
constituintes. Especificamente em relacéo a sua acao na pele, um estudo conduzido
por Morikawa et al (2018) descreveu que o 6leo de andiroba é capaz de promover a
sintese de coldgeno em fibroblastos dérmicos intactos oriundos de seres humanos,
sem causar citotoxicidade a estas células.

Além disto, investigacfes sobre o efeito da andiroba em processos cicatriciais
mostraram resultados interessantes. Este € o caso da investigacdo conduzida por
Nayak et al (2011) em ratos utilizando modelos de exciséo, incisdo e ferida. Para
conduzir o estudo os ratos foram divididos em dois grupos em cada um dos modelos
testados, e foram tratados com extrato hidroalcdlico de andiroba, enquanto os ratos
do grupo controle foram tratados apenas com vaselina. Os resultados mostraram uma
taxa aumentada da contracao da ferida, resisténcia a ruptura da pele e contetudo de
hidroxiprolina, indicando a sua aplicacao potencial na cicatrizacdo de lesdes cutaneas.

Outro estudo conduzido em ratos da raca Wistar por Chia et al (2018) e
publicado na Acta Cirurgica Brasileira avaliou os efeitos e mecanismos do tratamento
tépico de uma emulsdo a base de andiroba em feridas cutdneas. Os autores
avaliaram tal efeito 3, 7, 15 e 20 dias apos intervencdo cirdrgica nos animais e
observaram importante papel antiinflamatorio da andiroba na cicatrizagéo via aumento
dos niveis de TGF-B. As feridas tratadas também apresentaram fibras colagenas

menos densas e mais organizadas. Ainda, um estudo conduzido por Wanzeler et al
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(2017) descreveu que o 6leo de andiroba tem a propriedade de reduzir a intensidade
de mucosite oral que € altamente prevalente em pacientes oncoldgicos.

Como extratos vegetais podem apresentar também efeitos negativos, em
especial genotoxicidade, estudos relacionados a seguranca dos mesmos € de grande
relevancia. Uma investigacao recente conduzida por Araujo-Lima et al (2018) sugeriu
gue o Oleo de andiroba ndo é genotodxico, principalmente se extraido a frio. Outro
estudo feito com o limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (CG-1) encontrado na
andiroba sugeriu que esta molécula tem capacidade de suprimir in vitro a adipogénese
em adipdcitos. Esta supressdo ocorreu na fase inicial da diferenciacéo destas células
reprimindo a captacdo da glicose pelas mesmas (MATSUMOTO et al., 2019). Este
estudo é bastante interessante e acredita-se que pode ter algum nivel de relevancia
em relacdo a aplicacao clinico-cirurgica de extratos a base do 6leo de andiroba.

Devido a natureza insoluvel em agua do 6leo de andiroba, emulsdes tém sido
desenvolvidas para uso farmacologico. Emuls6es sdo misturas heterogéneas que
consistem em goticulas de um liquido disperso em uma segunda fase liquida imiscivel
continua. De fato, a imiscibilidade liquido/liquido cria uma tenséo interfacial entre os
dois liquidos que atribuem instabilidade termodinamica a tais sistemas (PEREIRA e
GARCIA-ROJAS, 2015).

Na producéo de emulsdes estaveis, moléculas surfactantes sdo adicionadas ao
sistema. Porém, as emulsdes mais estaveis sdo obtidas via emulsionantes, ou via
combinacao de diversos agentes emulsionantes. Ferreira et al (2010) produziu vérias
formulacbes de emulsbes a base de dleo de andiroba e descreveu na literatura.
Entretanto, o uso de solventes é também realistico no que tange a extracdo das
moléculas bioativas (em especial limondides) do 6leo de andiroba. Estes solventes
permitem entdo, a producdo de compostos aquosos que poderiam ser utilizados na
producédo de geis de facil aplicacéo topica. Nestes termos o0 uso de solventes como
alcool e acetona tornam possivel a extracdo das moléculas bioativas da andiroba para

a producgéo de novos produtos, com capacidade de diluicdo aquosa.

1.4 Potencial cicatrizante da Copaiba

Outra planta amazo6nica com propriedade cicatrizante € a copaiba (Copaifera
langsdorffii, Desf), principalmente seu Oleo. Este é oriundo da arvore nativa

encontrada nas regides tropicais da América Latina e também da Africa Ocidental
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(Figura 5). No Brasil € abundante principalmente no estado do Amazonas (PAIVA et
al., 2002). O uso do Oleo de copaiba é considerado fitoterapico sendo bastante
difundido no Brasil e comercializado em uma grande quantidade de feiras livres
populares e também, em farmacias (RIBEIRO et al., 2017); Na indUstria, este 6leo é
utilizado na producéo de fixadores de perfumes e como solventes de vernizes e tintas.

O dleo de copaiba pode ser obtido através de trés processos de extracdo. Na
extracao tradicional incisdes sao feitas no caule da arvore utilizando-se um machado,
e 0 Oleo é coletado. Porém, este processo simples também leva a perda de grandes

guantidades de 6leo que escorrem pelo caule da arvore (RIBEIRO et al., 2017).

Figura 5: Visualizagdo da arvore e dos frutos da copaiba (Copaifera langsdorffii, Desf). Detalhe do
tronco da arvore que é perfurada para a coleta do 6éleo.
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Fonte: Figura organizada pelo autor desta dissertagdo. Fotos disponiveis em: <
https://www.sementesarbocenter.com.br/sementes-de-copaiba.html> e <

https://www.researchgate.net/publication/266162532_0Oleo_de_copaiba_Copaifera_sp_historico_extra
cao_aplicacoes_industriais_e_propriedades_medicinais>.

Além disto, a arvore “corre” grande risco de morrer e nao € possivel ser
realizada nova colheita do 6leo em uma arvore previamente extraida. O 6leo de
copaiba também pode ser obtido via extragdo total, no qual as arvores séo abatidas e
abertas. Este processo também néo € produtivo e contribui para o desmatamento da
espécie. Por fim, existe 0 método racional de extracdo do 6leo de copaiba onde se
realiza um pequeno orificio no tronco da arvore para se obter o veio onde esta
localizado o 6leo. O mesmo é coletado com uma mangueira introduzida no orificio.

Logo apds a coleta, o canal é vedado com uma rosca que permanece no tronco e que
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facilita extracdes futuras de 6leo na mesma arvore (ROMERO, 2007; PIERI et al.,
2009).

Em termos quimicos, o 6leo de copaiba é constituido por acidos resinosos
diterpenos acidos, principalmente sesquiterpenos e compostos volateis que tornam o
liquido transparente amarelo a marrom claro, que possui um forte odor caracteristico.
Acredita-se que o Oleo da copaiba exerca na planta funcao desintoxicante e na defesa
contra animais, fungos e bactérias (PIERI et al., 2009). Estudos ja identificaram mais
de 70 tipos de sesquiterpenos em diferentes espécies de plantas como a copaiba
(PIERI et al., 2009; GELMINI et al., 2012; PORTELLA et al., 2015; ALMEIDA et al.,
2016). Uma investigacdo conduzida por Abrdo et al (2015) também descreveu
atividade antiproliferativa em linhagems de células tumorais.

Além de ser utilizado no tratamento de feridas, popularmente o 6leo de copaiba
também é empregado como um fitoterapico por sua acdo anti-inflamatoria,
antimicrobiana e analgésica (VEIGA E PINTO, 2002; SOUZA et al., 2011;
ZIMMERMAM-FRANCO et al., 2013; ALENCAR et al., 2015; do ROSARIO et al., 2017;
RIBEIRO et al., 2019; VALADAS et al., 2019.). Estas propriedades, em especial sua
acdo cicatrizante tem sido comprovada via estudos cientificos, como o desenvolvido
por Masson-Meyers et al (2013) em coelhos e ratos.

Um estudo conduzido por Gushiken et al (2017) investigou o efeito de um
extrato hidroalcodlico a base de folhas da copaiba em ratos Wistars machos. Nestes
animais, as feridas foram tratadas uma vez por dia durante 3, 7 ou 14 dias e as areas
da ferida foram medidas. Os resultados mostraram uma retracdo macroscoépica de
10% das feridas quando tratados ou com o éleo ou com o extrato hidroalcodlico. No
caso, ambos os tratamentos mostraram atividade anti-inflamatéria e também inducéo
positiva da angiogénese, reepitelizacao, retracédo de ferida e remodelacéo tecidual. O
favorecimento da angiogénese pelo tratamento com o 6leo de copaiba ja tinha sido
previamente relatado por Medeiros et al (2013) e por Lima et al (2013).

1.5 Potencial do Guarana na qualidade do processo cicatricial

O guarana (Paullinia cupana, (Mart.) Ducke) é uma espécie nativa da regiao
amazonica conhecida por ter propriedades estimulantes e medicinais, pertencente a
familia Sapindaceae. As propriedades funcionais do guarana podem ser atribuidas a

presenca de diversas moléculas bioativas na sua composi¢cdo com destaque a
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cafeina, teobromina, teofilina e catequinas, além de outras moléculas. Um estudo
conduzido por Angelo e colaboradores (2008), avaliou o transcriptoma do guarana
identificando autores transcritos observados no guarana de moléculas que também
sdo encontradas no café, cha (verde e preto) e chocolate, indicando o
compartilhamento de propriedades funcionais do guarand com estes alimentos. Entre
as propriedades funcionais do guarana observadas a partir de estudos em modelos
experimentais e alguns em seres humanos se destacam: a acao antioxidante, a acédo
antimicrobiana, o efeito antialérgico e antiplaquetéario, o efeito genoprotetor contra
dano no DNA, o efeito quimiopreventivo na hepatocarcinogénese, anticarcinogénicos
no melanoma de pulmao, citoprotetor contra dano testicular causado pela exposicao
ao cadmio, assim como efeito gastroprotetor (JIPPO et al., 2019, MACHADO et al.,
2015). Na cultura popular o guarana possui propriedades afrodisiacas. Um estudo
realizado em coelhos observou a acdo vasodilatadora nos corpos cavernosos
(ANTUNES et al., 2001). O guarana também apresenta agdo neurofuncional agindo
na memoaria, bem como, efeito antidepressivo (KENNEDY et al., 2004) e antifadigante,
efeito antiobesogénico, termogénico e hipolipemiante (LIMA et al., 2005).

Apesar do guarana ndo ser tradicionalmente utilizado em processos cicatricais,
por ter propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas bem
estabelecidas, um estudo prévio conduzido por Machado e colaboradores (2015)
investigou se esta planta poderia ter efeito sobre células-tronco adultas obtidas a partir
de tecidos lipoaspirados de mulheres higidas que se submeteram a cirurgia estética.

De fato, uma das areas mais estudadas da ciéncia contemporanea envolve células-
tronco. Inicialmente, se pensava que so existiriam células-embrionarias que,se
corretamente induzidas poderiam regenerar tecidos e 6rgaos. Esta visdo mudouna
medida em que foram descobertas células-troncos em tecidos adultos, como é o
caso do tecido adiposo. Estas células-tronco adultas poderiam ser utilizadas para
regenerar tecidos incluindo cartilagem e ossos. Entretanto, um grande problema ainda
a ser resolvido pela ciéncia moderna é que estas células-tronco se encontram em
pequenas quantidades no corpo. Desta forma, quando obtemos estas células, elas
devem primeiro serem cultivadas em laboratorio, para depois serem transplantadas
para os pacientes, a fim de auxiliarem na regeneracao tecidual. O problema € que,
guando as células-tronco sdo colocadas em cultura, muitas vezes elas envelhecem
rapidamente perdendo a sua capacidade de proliferacdo e de diferenciagdo em
células adultas especializadas (TURINETTO et al., 2009).
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Deste modo, foi conduzido um estudo para averiguar o impacto da
suplementacdo do guarana na reversao de indicadores de senescéncia de células-
tronco primarias obtidas a partir de amostras de lipoaspirados humanos. Estas células
foram mantidas em condi¢cdes de cultura até a 8% passagem, quando passaram a
apresentar caracteristicas de senescéncia como diminuicdo na taxa de proliferacédo
celular e aumento de indicadores do estresse oxidativo. Em culturas de 72 h de
células-tronco senescentes em que foi adicionado guarana (5 mg/g) ocorreu aumento
um aumento de 79% + 15% na taxa de proliferacdo celular em relacdo ao grupo
controle. O guarana diminuiu marcadores do estresse oxidativo como a quantidade
total de espécies reativas de oxigénio (EROs), carbonilacdo de proteinas,
lipoperoxidacdo e dano no DNA avaliado por ensaio do DNA Cometa. A
suplementacao do guarana também modulou diferencialmente os niveis das enzimas
antioxidantes e seus respectivos genes. Os resultados sugeriram que a
suplementacdo do guarand poderia reverter alguns dos processos iniciais de
senescéncia celular, em condic¢des in vitro (MACHADO et al., 2015). Com base nestes
resultados, a utilizacdo do guarana na formulacéo de fitoterapicos que potencialize a

qualidade cicatricial foi postulada.

1.6 Potencial desenvolvimento de produtos cicatrizantes aplicaveis a

cirurgia estética baseados na Andiroba, Copaiba e Guarana

A biodiversidade da Amazonia associada ao amplo uso de produtos naturais
pelas comunidades tradicionais, € indicativo de eficacia e seguranca, sendo uma fonte
potencial para o desenvolvimento de novos produtos, dos quais tém grande interesse
para o mercado nacional e internacional (BARREIRO E BOLZANI, 2009).

Como é comentado por Guilhermino et al (2012): “A industria farmacéutica é
uma industria intensiva em Ciéncia e Tecnologia (C&T), onde as inovacdes e as
atividades de pesquisa e desenvolvimento (P&D) subjacentes sdo a base da
competicdo, assumindo carater estratégico pelas suas elevadas externalidades e
impactos sociais (GADELHA, 2003). O desenvolvimento dessa industria, além dos
efeitos de inducdo cientifica e tecnoldgica, representa um dos pilares do
desenvolvimento econdmico e social.” No seu artigo, estes autores também

comentam que o desenvolvimento de um fitomedicamento com comprovacgao
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cientifica de seguranca, eficacia e qualidade demanda menos recursos e menos riscos
do que o desenvolvimento de um medicamento sintético.

Entretanto, o Brasil vive uma situacao paradoxal, apesar de possuir um grande
namero de plantas que sao altamente promissoras para uso clinico-cirargico, e a
producdo cientifica a respeito das mesmas ser relativamente expressiva, (CALIXTO,
2008; PALMEIRA E CAPANEMA, 2010) estudos que gerem novas tecnologias e
produtos relacionados ainda sdo muito escassos.

Especificamente na area cirdrgica, ainda existe espaco para o desenvolvimento
de produtos que possam minimizar potenciais eventos adversos, o que inclui também
a cirurgia plastica estética. Este tipo de procedimento tem sido fortemente integrado
as sociedades humanas de diversos paises, ao longo destas ultimas décadas. Neste
contexto, é importante salientar que a cirurgia plastica estética opera “pacientes” e
nao “doentes”. Deste modo, os pacientes que se submetem a este tipo de
procedimento séo higidos que pretendem melhorar a sua imagem e auto-estima. No
Brasil a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica foi fundada no ano de 1948 sendo
hoje composta por 5.500 cirurgides (SBCP, 2019), sendo que a popularizacdo deste
tipo de cirurgia esta fortemente associada a evolugédo nas técnicas e a seguranca da
anestesia. Segundo Baroudi (2010), existem seis fatores que precisam ser
rigorosamente considerados em relacdo a procedimentos cirargicos estéticos: (1)
tempo do ato operatério; (2) a qualidade do monitoramento; (3) o local onde sera
realizado procedimento cirargico; (4) experiéncia do cirurgido e de sua equipe; (5) a
idade do paciente; (6) a qualidade fisica e psicologica dos mesmos.

Em especial, na cirurgia estética existem efeitos colaterais altamente
indejaveis, ja que podem conduzir a outros problemas estéticos. Estes estédo
fortemente associados a alteracfes nos processos cicatriciais, que sao complexos
como ja foi anteriormente comentado. Deste modo, uma evolugéo saudavel das fases
de cicatrizagdo em um individuo higido, tem como consequéncia formacéo de uma
cicatriz final que possui bom aspecto estético e funcional. Entretanto, interferéncias
nesses processos podem levar a formacao de cicatrizes de ma qualidade, que podem
ser mais alargadas e pigmentadas. Assim, dentre as afec¢des cicatriciais, destacam-
se a cicatriz hipertréfica e o queldide. Quelodides e cicatrizes hipertréficas ocorrem a
partir de hiperproliferagdo de fibroblastos, com consequente acumulo de matriz

extracelular, especialmente pela excessiva formagéo de colageno.
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A patofisiologia destas alteracdes relaciona-se com 0 processo complexo de
cicatrizacdo, que envolve as fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelacéo, que
apesar de serem distintas, muitas vezes estdo sobrepostas durante o processo de
fechamento cicatricial. Segundo a revisdo sobre a patofisiologia, classificacdo e
tratamento de queldides e cicatrizes hipertroficas conduzida por Bernan et al (2017),
embora a patogénese da hipertrofia e cicatrizes queloidais ndo estejam ainda
completamente elucidadas, a formacdo destas alteracdes cicatriciais pode ocorrer
como resultado da desregulacdo em uma das trés fases.

Embora ndo esteja totalmente claro, na fase da resposta inflamatéria a
regulacao das citocinas pré — inflamatérias IL-6 e IL-8 e da citocina anti-inflamatéria
IL-10 pode ser crucial para a cicatrizacdo. Esta sugestdo esta baseada em estudos
como o realizado por Lichty et al (2000) que mostram aumento de alteracdes
cicatriciais quando fora administrada citocina IL-6 e diminuigcdo nas mesmas, quando
foi administrada a citocina IL-10. Um estudo em fetos de camundongos confirmou a
relevancia da IL-10 para o sucesso da cicatrizacdo (NAMAZI et al., 2010).
InvestigacBes complementares identificaram que a for¢ca motriz na formacdo de
cicatrizes hipertroficas e queloidais envolveriam a desregulagéo dos niveis de TGF-
B. Em circunstancias normais, a produgdo de TGF- B € quiescente até que a leséo
cicatrize. Em quelbides e cicatrizes hipertroficas, tem sido observada a
superexpressao da isoforma 1 e 2 e diminuicdo da expressdo da isoforma 3 desta
molécula. Este desbalanco contribui para a criagdo de um ambiente, no qual ocorre
aumento no namero de fibroblastos ativados, que proliferam mais do que o esperado
e depositam maior quantidade de coldgeno na matriz extracelular. Além do mais, os
fibroblastos dos quelbides podem apresentar superregulacéo de receptores de fatores
de crescimento se tornando assim, mais sensiveis a acdo do TGF-f e do PDGF
(BERNAN et al., 2017). Deste modo, a amplificacdo da resposta inflamatoria, a
superexpressao de fatores de crescimento e, a ativagdo aumentada na producéo de
coldgeno, parecem ser elementos chaves para as alteragbes nos processos
cicatriciais indesejaveis.

Neste contexto, Bernan et al (2017) salientaram que um principio importante
para pacientes com quelbides é a énfase na prevencado. Os autores aqui salientam
gue o uso de terapias topicas, estudadas a este respeito, incluem o uso de gel de
silicone, acido retindico e extrato de cebola. Assim, a identificagdo ou o

desenvolvimento de produtos baseados na biodiversidade amazénica e no
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conhecimento tradicional que aumentam a eficacia dos processos cicatriciais seria
relevante, ja no que tange a prevencao de efeitos colaterais indesejaveis no processo
de cicatrizacdo. No caso, tanto o 6leo de andiroba quanto o 6leo de copaiba
apresentam acéao anti-inflamatoria comprovada, o que poderia explicar a eficacia dos
mesmos No Sseu uso popular como cicatrizantes.

Bernan et al (2017) também revisaram uma série de terapias convencionais
utilizadas nas alteragdes cicatriciais que séo sintetizadas na Tabela 2. O conjunto das
informacgdes resumidas nesta tabela mostram que ainda existe a necessidade de
identificacdo e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, para melhorar o
processo cicatricial e evitar alteragdes cicatriciais indesejaveis, como o0s quelbides e
as cicatrizes hipertroficas. E dentro deste contexto que o uso integrado do 6leo de
andiroba e da copaiba teria potencial utilizacdo terapéutica no processo de
cicatrizacdo de ciurgias estéticas, considerando que os pacientes sao higidos e,
portanto com baixo potencial de risco associado as moléculas bioativas destes
produtos. Além disto, o uso milenar nestes 6leos pelos povos pré - colombianos da
AmazoOnia sugere que 0S mesmos possuam baixo risco de efeitos adversos

importantes.

Tabela 2. Sintese das principais condutas terapéuticas convencionais em alteracdes
cicatriciais ciurgicas (BERNAN et al., 2017).

Tratamento Acdo

Curativos oclusivos e Usados como agente de primeira linha no tratamento e prevencdo de

hidratacéo gueloides. Muito destes curativos contém silicone

Envolve aplicacé@o de presséo local nas areas da pele afetadas que parece
Terapia de reduzir a coesividade das fibras colagenas de cicatrizes hipertréficas. Estas
compressao compressdes envolve o uso de bandagens elasticas e/ou adesivas.
Uso de esterodides Tratamentos de queloides com esteroides isolado ou como adjuvantes tém

sido feitos. Frequentemente este tipo de tratamento é a primeira linha
terapéutica utilizada. Esteréides mediam seus efeitos via reducdo da
sintese de colageno, alteracdo de componentes da matriz extraceluar
incluindo glicosaminoglicanos e também via reducdo de mediadores
préinflamatérios. O tratamento mais frequente envolve administracdo
intralesional via inje¢do na concentracdo de 10 a 40 mg/mL em intervalos
de 4-6 semanas até que a cicatriz .

Terapias cirurgicas Exciséo e criocirurgia
Terapias adjuvantes Radiacao de queloides e cicatrizes hipertréficas. Mecanismo exato de
emergentes acdo ainda néo totalmente esclarecido. Parece impedir a repopulacdo de

fibroblastos apés uma excisao ou a modulacédo de fatores de crescimento
que estiluam os fibroblastos. Também pode agir via inibicdo da
angiogénese.
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Este farmaco é uma pirimidina fluorinada que funciona como um agente
antimetabolica através da inibicdo da timilidato sintetase que, por sua vez
interrompe a sintese de RNAs. E um farmaco geralmente usado como
antitumoral. Estudos in vitro e in vivo mostram que ele inibe a proliferacédo
de fibroblastos.

E um farmaco imunomodulador que € agonista do receptor toll-like 7
(TLR7). Como a leséo ja esta fechada o uso deste farmaco induzi a
producédo de citocinas proinflamatorias no local (TNFa, IL-6 e IL-12, que
por sua vez induz a expressao de genes apoptéticos no queloide tecido.
Como geralmente no queloide os genes antiapoptéticos estdo mais
expressos, 0 uso do imiquimode ajuda a reduzir o tecido alterado.
Evidéncias sugerem que o creme de imiquimode a 5% tem um potencial
efeito adjuvante apos a remogéo cirirgica de queloides.

E um farmaco imunossupressor com uso fregqneute na prevencdo de
rejeicdo de o6rgdos transplantados. E frequentemente utilizado como
medicacéo topica dermatoldgica no tratamento de condicdes como a
dermatite atopica. Este farmaco parece ter multiplos alvos nos queloides,
com, por exemplo, através do bloqueio da rota de sinalizacdo dos
receptores TGF-b o que leva a redugéo da proliferacéo dos fibroblastos dos
queloides.

E um antibidtico produzido pelo microorganismo Streptomyces
hygroscopicus que é um inibidor da rota mTOR. Esta rota é fundamental
pois regula o crescimento, a proliferacdo, motilidade e sobrevivéncia
celular. O mTOR parece ser um regulador poderoso da expressao do
colageno do tipo | em fibroblastos dérmicos. Entretanto estudos adicionais
precisam ser feitos para comprovar sua eficicia e seguranca.

E um antibiético citotoxico derivados do microorganismo Streptomyces
verticellus que tem atividade antineoplésica, antiviral e antibacteriana.
Estudos in vitro mostraram diminuicdo na sintese de colageno dos
fibroblastos. Este farmaco também pode induzir apoptose, 0 que seria
benéfico em cicatrizes hipertréficas e queloides.

E uma antraciclina caracterizada como um antibiético antitumoral utilizado
como agente antineoplasico pela sua capacidade de se intercalar ao DNA.
Altera a biossintese de colageno sugerindo que poderia ser um tratamento
de alteracdes cicatriciais. Entretanto, ainda ndo existem ensaios clinicos
que comprovem o seu efeito no tratamento de queloides e cicatrizes
hipertréficas.

Esta molécula tem um papel crucial no processo de cicatrizagdo. Estudos
sobre a cicatrizagdo em fetos tem mostrado que ndo ocorrem alteracées
cicatriciais nos mesmos, em grande parte devido a expressédo diferencial
desta molécula. Estudos clinicos sobre a eficiéncia do tratamento com
TFG-b ainda estdo em andamento.

E um fator produzido principalmente por plaquetas, macrofagos e
mondcitos. Media os efeitos de ligacdo com o receptor EFG que esta
presente nos queratinécitos e fibroblastos. Em fetos esta superregulado e
é considerado um dos fatores que levam a ndo ocorréncia de alteracdes
cicatriciais nos mesmos.

E um farmaco bloqueador de canal de célcio que inibe canais de célcio do
tipo L que estdo presentes na membrana plasmaética das células. E
tipicamente utilizado como um farmaco antidepressivo, mas a reducéo do
calcio intracelular leva a outras altracoes histo-fisiol6gicas importantes.
Evidencias mostram que o verapamil aumenta a sintese da enzima
procolagenose em queloides e cicatrizes hipertréficas e também em
fibroblastos dérmicos cultivados in vitro levando a despolarizagdo dos
filamentos de actina, a mundanas conformacionais das celulas, apopsode
e por fim, reducgédo do tecido fibroso. O verapamil também tem a capacidade
de inibir citocinas proinflamatorias como a IL-6, a VEGF e também o TFG-
b.

S&o potentes inibidores de metaloproteinases da matris (MMPS) sendo
utilizados com frequéncia no tratamento do fotoenvelhecimento e de alguns



Tamoxifenos

Toxina Botulinica A
(BTXA)

Extrato de cebola

Compressa baseada
em silicone

Skafold de higrogel

Dispositivo de tenséo
da pele

Abordagens
algoritimicas no
tratamento de
queloides e cicatrizes
hipertréficas

32

tipos de cancer. As MMPs estéo elevadas no tecido dos queloides e podem
contribuir para a sua alta taxa metabdlica. Assim, estudos in vitro sugerem
gue acidos retinoicos como a tretionina podem reduzir a producdo de
colageno em cultura de fibroblastos.

E um farmaco utilizado no tratamento do cancer de mama via ligacéo
competitiva com o receptor de estrogénio. Além disto, € um agente
antifibrotico que altera a transcricao de RNA, diminui a prolifracao celular,
afeta o ciclo celular causado atraso ou interrup¢cao do mesmo na fase G1.
Este farmaco também interfere na funcdo de multiplos fatores de
crescimento incluindo o TFG- B. Estudos tém descrito que o mesmo é
capaz de interferir in vitro na prolifferacao de fibroblastos de queiloides. O
tamoxifeno € uma medicacdo que em geral € bem tolerada e tem boa
seguranca. Estudos complementares precisam ser feitos para determinam
0 seu potencial impacto no tratamento de alteracdes cicatriciais.

Esta toxina é apas de inibir a exocitose da acetilconina e assim bloguear a
ativagcdo neuromuscular deixnao o musculo mais flacido. A tensao tecidual
esta diretamente implicada na patogénese dos queloides e o uso de botox
pode reduzir a tensdo na cicatriz impedindo a contracdo muscular durante
a fase de fechamento do tecido. Entretanto existem resultados conflitantes
em relacdo a eficacia do uso de botox para estas entidades patoldgicas.
Este extrato tem sido usao na prevenc¢do de alterac¢des cicatriciais devido
a presenca de grande concentracdo e quercetina que tem propriedades
anti-infalmatorias. O extrato leva a estabilizagdo dos mastécitos e possui
efeitos antiproliferativos nos fibroblastos. Ensaios clinicos randomizados
tém sido feitos avaliando o extrato de cebola como uma terapia adjuvante,
mostrando que o mesmo foi mais efetivo do que a injecéo intralesional
(TAC) através da melhora da dor e do prurido local. Entretanto nao teve
efeito diferenciado no eritema ou endurecimento da cicatriz.

Esta € outra técnica que pode ser usada para cicatrizes atréficas. E uma
base de silicone enchimento topico que pode combinar a cor da pele e
texturizar a superficie, levando a melhores resultados cosméticos.

E uma espécie dde esqueleto injetavel de hidrogel gelatina-dextrano obtida
de suinos que é aprovada na Europa para melhorar a cicatrizacao.

Dispositivo de terapia da cicatriz foi desenvolvido que pode reduzir as
forcas mecénicas nas incisdes cirurgicas

Dada a multiplicidade de possiveis tratamentos disponiveis, pode ser uma
tarefa esmagadora para determinar em que para realizar estas terapias.
Assim diretrizes internacionais para o tratamento de cicatrizes foram
publicadas apresentando um algoritmo para a abordagem ao paciente com
gueloides e cicatrizes hipertroficas.

Em muitos processos industriais, a fase inicial da preparagéo de um produto

exige a aplicacdo de uma técnica de extracdo solido-liquido para isolar o material

extraivel, contido nos mais variados tipos de matrizes vegetais. No entanto, avaliagcdes

de métodos extrativos que levam em consideracao a eficiéncia e seletividade séo

fatores importantes para a extragdo de produtos naturais, pois a composi¢cao quimica

das matrizes vegetais é bastante complexa ocorrendo a extragdo de varios tipos de
compostos (SIMOES et al., 2003).

Entretanto, especialmente a copaiba possui um odor forte caracteristico

associado a presenca de 6leos essenciais, que poderia ser aversivo a uma parte dos
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pacientes. Além disto, produtos que integrem dois 6leos de origem extrativista
precisam garantir que 0S mesmos passem por um processo de industrializagdo mais
rigoroso que retire grande parte das potenciais impurezas e, também concentre as
moléculas bioativas relacionadas a eficiéncia da cicatrizacao.

Dentro deste contexto, uma estratégia relevante seria o desenvolvimento e
avaliacdo de um extrato hidrofilico (oleoso) em condi¢cfes laboratoriais baseado nos
oleos de andiroba e copaiba que concentrassem niveis elevados de limondides e
sesquiterpenos respectivamente encontrados nestes produtos, e eliminassem o0s
produtos volateis responsaveis pelo odor caracteristico, principalmente da copaiba.
Neste caso, a eficacia deste produto poderia ser testada via avaliagdo do potencial
efeito na modulacdo da resposta inflamatoria, migracdo e producdo da matriz
extracelular de fibroblastos e também, na velocidade e qualidade da cicatrizacéo.
Assim, recentemente Maia-Ribeiro et al (2019) desenvolveram um produto a base de
andiroba, copaiba e guarana do qual foi obtido um extrato bifasico combinado, cujo
processo de obtencéo esta em fase de depdsito de patente junto ao Instituto Nacional
de Propriedade Intelectual. O referido produto denominado ACG foi desenvolvido com
recursos obtidos pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Amazonas (FAPEAM —
Universal; nimero do processo: 002/2018). Tal produto foi desenvolvido com base nas
evidéncias previamente publicadas na literatura e baseado em uma busca de patentes
gue poderiam ser similares. Os resultados desta busca sdo resumidos na Tabela 3.

A busca conduzida no banco de dados INPI e nos bancos de patentes
internacionais identificou diversos produtos nos quais a andiroba e a copaiba, estao
incluidos (Tabela 3). As bases de dados acessados foram: (1) LATIPAT — sendo um
portal com informacdes de varios paises da América Latina e Espanha, como, por
exemplo, Brasil, Argentina, México, Cuba, Chile, Uruguai, Peru, etc. E resultado de
um trabalho conjunto entre a Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI),
Escritorio Europeu de Patentes (EPO), Oficina Espanhola de Patentes e Marcas
(OEPM) e de mais de 18 Institutos de Patentes da América Latina; (2) ESPACENET -
Esta base, possui mais de 90 milhdes de documentos de patente de diferentes paises
sendo mantida pelo Escritorio Europeu de Patentes (EPO). A base permite busca nos
dados bibliograficos dos documentos de patente, bem como, o acesso ao texto
completo de grande parte destes documentos, inclusive de pedidos depositados no
Brasil. Geralmente as duas bases LATIPAT e ESPACENET sé&o acessadas de modo
conjunto; (3) PATENTSCOPE - Portal mantido pela Organizacdo Mundial da
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Propriedade Intelectual (OMPI), que possibilita 0 acesso a atividades e servigos
relacionados ao Tratado de Cooperacdo em Matéria de Patentes (PCT). Este portal
permite elaborar graficos com os resultados das buscas e disponibiliza o acesso a
uma base que contém pedidos de patente depositados via PCT, além de colecdes de
muitos paises, inclusive de pedidos depositados no Brasil.

Na busca foi encontrado um nimero menos elevado de patentes, no qual eram
utiizadas de modo concomitante a andiroba e a copaiba: INPI = 16;
LATIPAT/ESPACENET = 15; PATENTSCOPE= 04. Entretanto, ndo foram
identificadas patentes que utilizavam concomitantemente andiroba, copaiba e
guarana. Neste sentido, o produto ACG foi considerado potencialmente original e
inovador no processo de obtencdo bem como na composi¢cdo da mistura, que sao

condicdes essenciais para o depdésito de uma patente.

Tabela 3. Sintese de patentes contendo andiroba e copaiba, identificadas a partir da
busca na base de dados do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) e em

bases internacionais de patentes.

Base de Dados Andiroba Copaiba
Total (40) Total (52)

INPI
Pele Pele
Total (40) Total (52)
Cosmético/ Cosmético/
Hidratante (5) Hidratante (09)
Banho* (4) Banho* (4)
Cicatrizante Cicatrizante
Lesdes (2) Lesdes (7)
Repelente (15) Repelente (09)
Antimicrobiano (2) Antimicrobiano (2)
Outros (12) Outros (21)
Total (41) Total (52)

LATIPAT/

ESPACENET

PATENTSCOPE Total (61) Total (70)

* Produtos de banho: shampoo, condicionador, sabonete, sais de banho

Fonte: Maia-Ribeiro et al (2019)
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Entretanto, para que o0 produto e o0 processo desenvolvido sejam
potencialmente comercializados é necessério a implementacao de estudos de Fase 1
utilizando modelos experimentais in vitro e in vivo. Modelos in vitro geralmente utilizam
fibroblastos, enquanto que modelos in vivo s&o realizados em roedores ou outros
animais. Porém, como estudos em roedores sédo cada vez mais dificeis de serem
realizados por que envolvem aspectos éticos, um tempo maior para a obtencdo de
resultados e um custo mais elevado, outros modelos experimentais em invertebrados
tém sido também utilizados para investigacdes de novos produtos. Entre estes se
encontra o anelideo Eisenia fétida, popularmente conhecido como minhoca
californiana.

Assim, seria importante realizar uso concomitante destes dois modelos
experimentais in vitro e in vivo, para averiguar indicadores de eficacia e seguranca do

produto ACG. A relevancia do uso destes modelos é a seguir comentada.

1.7 Modelo experimental in vitro de fibroblastos

Apesar da grande quantidade de plantas amazonicas com potencial cicatrizante
gue sao utilizadas na medicina tradicional, o0 numero de estudos controlados que
indicam sua eficicia e seguranca ainda é bastante baixo. Em parte isto ocorre pela
necessidade de realizacéo de estudos em modelos animais, como roedores e também
em seres humanos que precisam de aprovacio nos respectivos Comités de Etica em
Pesquisa e, ainda possuem alto custo. Muitos destes estudos acabam falhando em
demonstrar a eficacia de uma da planta com um potencial efeito cicatrizante ja que
nao € ética e tecnicamente viavel a realizacdo de pesquisas que envolvam grande
namero de tratamentos ou de animais, ou seres humanos. Com a perspectiva de
ampliar estudos na area da cicactrizagdo, pesquisadores desenvolveram um modelo
experimental in vitro denominado “Stratch assay” (“teste do arranh&o”) originalmente
desenvolvido por Liang et al (2007) cultura de fibroblastos, mas que também pode ser
aplicado a cultura de queratinocitos (Figura 6).

O “stratch assay” € um método facil, de baixo custo e bem desenvolvido para
medir a migracdo e proliferagdo celular in vitro de fibroblastos. As etapas béasicas
envolvem a criacdo de um "arranhdo" com a ponta da pipeta em uma monocamada
de células, capturando as imagens no inicio e, em intervalos regulares durante a

migracao de células.
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Figura 6: Método do arranhao (stratch assay) em cultura de fibroblastos. (A) Inicialmente os fibroblastos
séo colocados em condi¢des padronizadas de cultura celular até formarem uma monocamada. Logo
apos com o auxilio de uma pipeta com ponteira para 10 a 200 pL é feito um arranhao (rasgo) na parte
central da monocamada. Este rasgo mimetiza “in vitro” as condi¢des de uma ferida ou corte cirdrgico,
permitindo avaliar a taxa de migracdo celular para o local que ocorreu a ruptura mecéanica e os
marcadores de proliferacdo celular que sédo ativados na presenca do arranhdo; (B) microfotografia de
uma monocamada integra de fibroblastos; (C) microfotografia de uma monocamada “arranhada” de
fibroblastos em microscopia 6tica (100 um).

B C

Fonte: Figura elaborada e organizada pelo autor desta dissertacéo.

Em comparacdo com outros meétodos, 0 ensaio de arranhadura in vitro é
particularmente adequado para estudos sobre os efeitos das interagdes célula-matriz
e célula-célula na migracdo celular que imitam a migracdo celular durante a
cicatrizacdo de feridas in vivo e, sdo compativeis com imagens de células vivas
durante a migracdo para monitorar eventos intracelulares, se desejado. Além de
monitorar a migracao de populacdes de células homogéneas, esse método tambéem
foi adotado para avaliar outros marcadores de cicatrizacédo, incluindo marcadores
oxidativos, inflamatdrios e apoptoticos em nivel de proteina e de expresséo de genes
(CORY, 2010).

Este método permite o screening rapido de um maior numero de extratos de
plantas com potencial efeito cicatrizante que seria de interesse para a cirurgia. Por
serem conduzidos em linhagens comerciais de células (fibroblastos e queratinécitos)
produzidas pela American Type Culture Collection (ATCC), Estados Unidos que € uma

organizacdo sem fins-lucrativos que desenvolveu e produz mais de 4000 tipos de
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linhagens celulares humanas e de animais. O Banco de Células do Rio de Janeiro,
qgque também € uma organizacdo nado-governamental, geralmente adquire estas
linhagens e congela em condi¢cdes padronizadas de alta qualidade. Uma vez que
exista a necessidade de aquisicdo de determinada linhagem, a mesma pode ser
facilmente obtida via Banco de Células do Rio de Janeiro que envia em condi¢cdes
estéreis e apropriadas uma garrafa com a linhagem celular desejada, que chega entre

48-72horas até qualquer laboratério de pesquisa no Brasil.

1.8 Minhocas californianas como modelo de cicatrizacao e regeneracéo

Como destacado anteriormente, o desenvolvimento de terapéuticas efetivas
com potenciais de cicatrizagdo de feridas tem sido altamente esperado, uma vez que
niveis significativos de morbidade e mortalidade induzida por feridas em todo o0 mundo
tém exercido intensos prejuizos econdmicos e sociais em toda a sociedade (SEM et
al., 2009). Para tanto, muitos estudos sdo conduzidos em modelos animais in vivo.
Um modelo que chama muito atencdo em relagdo as suas propriedades
regenerativas, diz respeito aos vermes anelideos (minhocas), como é o caso da
espécie Eisenia fetida, Lumbricidae (Savieny,1826), popularmente conhecida como
minhoca vermelha ou minhoca californiana.

De fato, o proprio uso destes animais no tratamento de feridas despertou a
atencdao dos cientistas. Como destaca a revisao feita por Yang et al (2017), existe uma
longa histdria registrada em que minhocas foram utilizadas para fins médicos tanto
em muitos paises asiaticos e quanto na América do Norte. Na antiga China, os
médicos usavam minhocas descartadas para tratar varias doencas comuns, incluindo
gueimaduras, artrite, coceira e inflamacdo. Com o desenvolvimento da ciéncia
moderna, varios componentes bioativos com fun¢cdes médicas foram extraidos da
minhoca. Estes incluem a glicoproteina G-90 extraida da E.fetida que possui varias
atividades bioldgicas, incluindo acéo antimicrobiana, antitumoral, antiviral,
anticoagulante, antioxidantes e fun¢des mitogénicas. Outros estudos mostraram que
proteinas encontradas em minhocas seriam benéficas em processos cicatriciais e
regenerativos. Estudos na minhoca mostraram que a proteina G-90 acelera a
regeneracao apos trés dias da amputacdo. Este processo esta associado a inducao
pela proteina G-90 de proteinas de choque-térmico como a HSP-70 (YANG et al.,

2019). Deng et al (2019) também descreveram que proteinas obtidas a partir da
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minhoca poderiam ser eficientes no tratamento de feridas com dificuldade de
cicatrizacdo, que sdo prevalentes em pacientes idosos.

De fato, a minhoca € um animal que esta sendo cada vez mais utilizado como
modelo experimental de estudos de regeneracao e cicatrizacao tecidual. Isto porque,
a cicatrizacdo dos ferimentos e a regeneracdo das partes perdidas sdo muito
disseminadas entre os invertebrados, especialmente os da classe inferior. Isto porque
nos locais lesados, esses animais conseguem formar massa de células né&o
especializadas denominadas blastema, que estdo localizados abaixo da epiderme
que, por serem ceélulas totipotentes tém a capacidade de especializar-se para formar
os tecidos lesionados ou perdidos (BERGHOLZ, 2004).

As minhocas mostram um amplo espectro de potencial regenerativo capazes
de regenerar mais de dois tercos de seu corpo, como é o caso da E.fetida. Apds uma
lesdo, esta espécie tem a capacidade de regenerar 0s segmentos posteriores em um
periodo de véarias semanas. Antes de comentar de modo mais aprofundado aspectos
associados com a regeneracao tecidual da minhoca, que torna este animal um modelo
experimental apropriado para estudos envolvendo cirurgia estética, € relevante
apresentar as caracteristicas eco-evolutivas e biolégicas destes animais.

A minhoca Eisenia fetida, Lumbricidae (Savieny,1826), pertence ao Filo
Annelida que agrupa animais invertebrados segmentados, sendo a maioria de vida
livre, com excecado das sangue-sugas. Estes animais vivem geralmente na terra, mas
também sdo encontrados em agua doce e marinha. Em termos evolutivos (Figuras 4
A,B) as minhocas sao animais mais complexos que as esponjas, 0s cnidarios e 0s
moluscos sendo 0s primeiros a apresentarem simetria bilateral e segmentacéo
corporal. A sua anatomia externa é bastante simples: apresentam uma boca sem
processos de encefalizacdo, sem ocorréncia de olhos, nariz e orelhas. As minhocas
sédo hermafroditas possuindo sistema reprodutivo masculino e feminino completo, com
excecdo da falta de pénis. Apesar de serem hermafroditas possuem reproducéo
cruzada ocorrendo troca de sémen entre duas minhocas que fertilizam 6vulos
presentes no ovario. O corpo da minhoca é segmentado, e no animal
reprodutivamente maduro se observa uma estrutura chamada clitelo que é feita de
acumulo de glandulas modificadas da epiderme que secretam um muco especial, que
auxilia na transferéncia e sobrevivéncia do esperma entre as duas minhocas. As

minhocas chegam a maturidade reprodutiva entre 60 a 90 dias apds 0 seu nascimento
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e podem viver até 16 anos. Na extremidade posterior encontra-se o anus (Figura 7A).
(LEE, 1985).

A ecologia da minhoca é bastante simples e eficiente: sdo animais cavadores
gue engolem terra e detritos de modo constante produzindo uma excreta conhecida
como “humus” que € um excelente adubo. Em termos embrionarios, assim como os
seres humanos as minhocas sdo animais triploblasticos, pois diferenciam inicialmente
trés camadas germinativas (ectoderma, mesoderma e endoderma), celomados, que
constitui uma cavidade interna corporal onde estédo localizadas todas as visceras.
Entretanto, ao contrario dos seres humanos sdo animais protostomios porque 0
blastéporo, que é uma estrutura embrionaria da origem a boca, enquanto que nos
humanos, que sdo deuterostdmios originam o anus (LEE, 1985).

O tegumento da minhoca é constituido por uma cuticula secretada por uma
monocamada de tecido epitelial entremeado por células glandulares que produzem o
muco que recobre e protege a minhoca. Esta camada epidérmica est4 assentada
diretamente um tecido muscular circular, que por sua vez se liga a um tecido muscular
longitudinal. Esta distribuicdo espacial do tecido muscular gera eficiéncia necessaria
para o deslocamento da minhoca no seu habitat. Na regido, cada segmento exibe um
par de cerdas que serve para auxiliar na locomocéo e na escavacéao do solo. O tecido
muscular longitudinal se liga uma camade de tecido de origem mesodérmica,
chamada “peritbnio” que reveste a cavidade interna do organismo (LEE, 1985). Esta
célula tem alto poder de diferenciacdo porque, é dela que as células musculares se

originam e se regeneram (Figura 7).
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Figura 7: Sintese de aspectos filogenéticos e caracteristicas gerais da anatomia externa da minhoca.
(A) arvore filogenética; (B) resumo da sistematica de minhocas como a Eisenia fetida; (C) anatdmia

externa das minhocas.

B
Reino Animal
Reino: Animalia
Filo: Annelida

Classe: Oligoqueta (Clitellata)
Ordem: Haplotaxida
Subordem:Lumbricina
Espécies: cercade 8000 especies

Fonte: Figura organizada pelo autor desta dissertacdo. llustracbes obtidas em Google imagens,

informacdes obtidas em LEE, 1985.

Em relacdo a sua anatomia interna, a minhoca possui sistema circulatério

fechado com cinco coracdes localizados nos primeiros segmentos e dois vasos (dorsal

e ventral bem desenvolvido) que estdo associados com uma rede de capilares

arteriais e venosos. O sistema digestério da minhoca é complexo com diversos 6rgaos

similares a dos seres humanos e de outros vertebrados: este sistema inicia pela boca

gue se liga a faringe, esb6fago, papo/moela, estbmago, intestinos e anus. O sistema

excretor rudimentar associado ao revestimento epidérmico-muscular. Minhocas

(Figura 8) ndo possuem sistema respiratério bem desenvolvido e a respiracéo é feita

via trocas gasosas na epiderme (respiracao cuticular) (LEE, 1985; MARTINEZ, 1998).
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Figura 8: Corte transversal da minhoca. (A) principais constituintes do tegumento e da cavidade
celdémica; (B) corte histoldgico destacando as principais estruturas da parede corporal da minhoca e do
celoma.
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Fonte: Earthworm Anatomy and Dissection Guide. Disponivel em: <
https://www.biologyjunction.com/earthworm _dissection.htm>.

Em relagéo ao sistema nervoso os anelideos sdo animais mais complexos do
gue os moluscos e os cnidarios, apresentando um sistema nervoso central e periférico
constituido por dois ganglios cerebrais ligados a um corddo que contorna o inicio da
faringe (sistema nervoso ganglionar anelar), outros ganglios localizados em outros
segmentos, e um corddo nervoso ventral que liga todos os segmentos da minhoca
aos ganglios cerebrais.

A minhoca possui uma rede de receptores sensoriais bem desenvolvidos que
permite que ela perceba diversas condigcbes ambientais fisico-quimicas. A minhoca
também possui um sistema nervoso autdbnomo relacionado com o seu sistema

digestorio (Figura 9).
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Figura 9: Esquema geral da anatomia interna da minhoca: (A) destaque para o celoma que é
interseptado e que produz um muco rico em células imunes similares a neutréfilos, basofilos,
macréfagos que sdo extrudados por poros dorsais quando a minhoca é exposta a agentes aversivos
como o éter ou a choque elétrico. Este muco tem uma cor amarelada de facil reconhecimento sendo
utilizado como modelo experimental em estudos de resposta inflamatéria; (B) anatomia dos segmentos
iniciais da minhoca.

Epiderme
Ectoderma
Mesoderma
Delimitam o celoma
Mesentério
Endoderma
Tubo gastrointestinal
A FUNCAO IMUNE
Ganglio
Cerebral
B
Corddo hervoso dorsa
Fonte: Earthworm Anatomy and Dissection Guide. Disponivel em: <

https://www.biologyjunction.com/earthworm_dissection.htm>.

Os orgaos reprodutivos da minhoca também ficam localizados nos primeiros
quinze segmentos. Nestes segmentos também sdo encontrados duas bolsas que
produzem o sangue da minhoca.

E possivel reconhecer as estruturas internas da minhoca de acordo com o
segmento corporal externo. Por este motivo, um esquema das mesmas em relacdo a
estes segmentos foi organizado e é apresentado na Figura 10. Em estudos
envolvendo corte e regeneracéo tecidual este esquema pode facilitar a identificacéo
das regides a serem seccionadas. Por exemplo, em estudos de regeneracao completa
de orgaos, geralmente os Ultimos 5- segmentos posteriores ou anteriores Sao

extirpados.
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Figura 10: Esquema geral da relagdo entre segmentos corporais externos e principais 6rgaos internos
da minhoca. Excisdes entre os segmentos finais caudais da minhoca poderiam ser conduzidas para
reproduzir algum nivel de similaridade com procedimentos cirdrgicos estéticos na regido abdominal.
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Fonte: Earthworm Anatomy and Dissection Guide. Disponivel em:
< https://www.biologyjunction.com/earthworm_dissection.htm>. Adaptado pelo autor desta dissertacao.

Na embriogénese animal, muitos genes ativos nas células-troncos do embrido,
depois de certo tempo sao desligados por mecanismos epigenéticos. Deste modo, as
células especializadas ndao conseguem induzir regeneracdo ou mesmo cicatrizacao.
No caso, a cicatrizacdo em seres humanos sera induzida via estimulo na proliferacéo
de células-tronco adultas que estdo presentes no tecido epitelial (camada
germinativa), e pelo estimulo na proliferacéo de fibroblastos que, em geral estdo em
baixa concentracéo no tecido dérmico, mergulhados no meio extracelular que contém
fibras e outras substancias, como o acido hialurénico que sdo produzidos por estas
células (ANDREWS E PAYTON, 2019).

Estudos prévios tém sugerido que a minhoca consegue regenerar tecidos e
orgaos excisados via ativacdo de genes presentes em células-tronco embrionarias
gue, em vertebrados permanecem inativos apos este periodo. Alguns destes genes
estao envolvidos no desencadeamento da metamerizagcdo (segmentacao corporal),
neurogénese, e diferenciacdo de outras estruturas teciduais. Ou seja, quando uma
parte da minhoca € cortada, as células localizadas na regido que permaneceram (no
caso deste trabalho, do 5° ao 7° segmento) se desdiferenciam em células

embrionérias, para depois iniciar a rediferenciacdo (regeneragdo) das estruturas
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perdidas (BHAMBRI et al., 2018). O estudo indicou que, pelo menos trés genes sdo
relevantes neste processo.

Uma andlise das alteracdes da expressao génica tanto nas células recém-

regeneradas, quanto no tecido adjacente apds a amputacédo foi conduzida por
Bhambri et al (2018). O estudo indicou que, pelo menos trés genes séo relevantes
neste processo: o primeiro gene € o gene TBXT que determina a sintese de uma
proteina denominada Brachyury. Esta proteina € um fator de transcricdo encontrado
em todos os animais com simetria bilateral, como é o caso das minhocas e dos seres
humanos. Este gene parece ter um papel altamente conservado na evolugdo animal,
determinando a linha média no inicio da embriogénese, que por sua vez define os
lados (esquerdo e direito) e as regifes caudais e cefélicas do embrido. Este gene
também induz a diferenciacdo do mesoderma durante a gastrulacdo (SCHOLZ, 2003).

Nas minhocas integras ele geralmente se expressa durante a embriogénese

destes organismos (KITAKOSHI E SHIMIZU, 2010). Entretanto, quando ocorre
mutacao neste gene, 0 mesmo pode voltar a se expressar de maneira hao controlada
estando associado a carcinogénese (SHAH et al., 2017). Por outro lado, o gene
Brachyury se encontra expresso em células-tronco, como € o caso das encontradas
na geleia de Wharton do corddo umbilical que tém sido utilizadas em estudos de
medicina regenerativa (BAHMANPOUR et al., 2019).

O segundo gene que Bhambri et al (2018) observaram na regeneracao das
minhocas foi o0 gene Even-skipped que estad incluido no grupo de genes do
desenvolvimento chamado “regra dos pares” (pair-rules genes). Estes genes déo
origem a fatores de transcricdo que induzem a segmentacéo corporal, como é 0 caso
do corpo da minhoca (segmentos corporais, metameros) e mesmo do ser humano
(cabeca, tronco apresentando térax e abdémen fundidos, e apéndices corporais).

O terceiro gene que foi super expresso ao longo da regeneracédo foi o gene
SOX4. Este gene é também um fator de transcricdo que esta diretamente envolvido
com o desenvolvimento embrionario, tanto em seres humanos quanto em minhocas.
A proteina modificada SOX4 atua como um regulador que forma um complexo
proteico com outras proteinas. Este gene parece atuar na transicdo de células do
epiblasto (ectoderma primitivo) que se diferenciam em células mesodérmicas durante
a gastrulacdo. Nos seres humanos, muta¢des no gene SOX4 tém sido associadas a

malformacdes embrionarias, e em individuos adultos a reativacao deste gene associa-
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se a agressividade (metastases) de varios tipos de cancer (LOURENCO E COFFER,
2017).

Com base nestas evidéncias € possivel que o gene SOX-4 possa ser utilizado
como marcador da eficacia de compostos com o 6leo integrado de andiroba, copaiba
€ guarana nos processos iniciais de cicatrizagdo/regeneracao tecidual de minhocas

submetidas a excisdo similar a cirurgia abdominal estética nos segmentos 15 a 25.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito de um produto obtido via extragdo combinada de andiroba,
copaiba e guarana (ACG ) sob a forma de 6leo bifasico e emulsdo através da analise
de modelos de cicatrizag¢do in vitro (utilizando fibroblastos dérmicos) e na minhoca
californiana Eisenia fetida, modelo in vivo de regeneracao corporal via incisdo cirurgica

da regido caudal.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar a capacidade antioxidante e genoprotetora do 6leo ACG;
- Analisar o efeito do 6leo ACG em cultura de fibroblastos ndo-rasgados e rasgados
(Stratch assay) avaliando a:
- taxa de migracéo celular;
- modulacao de marcadores inflamatorios;
- modulacao de marcadores oxidativos;
- modulacado de dois marcadores de proliferacao celular (FGF1 e
KGF).
- Analisar o efeito do produto ACG na qualidade de regeneracédo de minhocas (ap6s
7 dias) submetidas a incisdo cirargica dos ultimos quatro segmentos caudais atravées
da analise do padréao:
- de mielinizacdo dos segmentos regenerados;
- de distribuicdo de cerdas ventrais;
- das proporcdes dos segmentos regenerados em relacdo aos
restantes;

- de outras alteragBes morfoldgicas;

- Analisar o efeito do produto ACG na modulacao da expressédo do gene SOX-4 no 5°

ao 7° segmento 24 horas apoés a incisdo cirargica.
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3 METODO

3.1 Delineamento do estudo

O presente estudo é constituido de trés etapas integrativas: (1) Avaliagdo da
capacidade do extrato bifasico ACG avaliando sua capacidade antioxidante; (2)
Estudo in vitro de fibroblastos dérmicos rasgados; (3) Estudo in vivo do efeito na
gualidade da regeneracdo caudal e modulacdo da expressdo do SOX-4, gene

considerado de regeneracdo em Eisenia fetida.

3.2 Caracterizacao do Produto ACG

Um dos problemas associadados ao uso da andiroba (Carapa guianenses,
Meliaceae) e também da copaiba (Copaifera langsdorffii, Leguminosae) em
processos cicatriciais diz respeito ao forte odor destes 6leos. Para minimizar esta
caracteristica e concentrar moléculas bioativas presentes nestes 6leos, Maia-Ribeiro
et al (2019) desenvolveram previamente um processo de extracdo e producao de um
6leo com baixo odor e com maior concentracdo de limondides e terpenos a partir de
dois Oleos brutos de andiroba e copaiba utilizando como solventes alcool 70% e
acetona 100% e, aquecimento para reintegrar as moléculas bioativas dissolvidas na
parte aquosa (hidrolato) a parte lipofilica (6leo). Este processo levou a evaporacao
dos 6leos essenciais que produzem o odor caracteristico dos 6leos brutos, diminuindo
assim a deteccdo dos mesmos. Como estes 6leos ndo possuem polifendis que
apresentam diversas propriedades biolégicas como acdo antioxidante, anti-
inflamatoria, ao produto foi adicionado uma solugéo feita com semente torrada de
guarana obtida atraves da extracdo com agua quente.

Uma vez que este processo foi desenvolvido previamente no Laboratorio
Biogendmica da Universidade Federal de Santa Maria em colaboragdo com a
Fundacdo Universidade Aberta da Terceira Idade (FUNATI) o mesmo estid em
processo de submissao para obtencdo de uma patente. Por este motivo, 0
detalhamento do processo de obtencédo do 6leo ACG® néo sera aqui descrito, a fim
de proteger a propriedade intelectual dos inventores.
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Nos estudos in vitro, para avaliar a capacidade antioxidante e potencial
genotoxico, o efeito na cultura celular o 6leo biféasico foi previamente diluido 10% de
alcool etilico para permitir sua integracdo em solucdes oleosas. Este procedimento foi
realizado de modo similar ao descrito por Bakargna-Via et al (2014).

Nos estudos in vivo com minhocas, parte do produto foi utilizado para preparar
uma emulséo que foi também testada nas minhocas. Os reagentes e procedimentos
de preparo da emulsdo foram os utilizados na industria farmacéutica, pela

farmacéutica Cibele Ferreira Teixeira.

3.3 Capacidade antioxidante do produto ACG

A capacidade antioxidante foi avaliada via Teste DPPH: O 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) que é um radical pouco estavel, de cor purpura intensa. Este
ensaio baseia-se na medida da capacidade antioxidante de substancias para
sequestrar o radical estavel DPPH que pode ser avaliada medindo a diminuicdo da
sua absorbancia. A percentagem de DPPH que nao reagiu representa a percentagem
de capacidade antioxidante (%AA) e € proporcional a concentracdo de substancia
antioxidante. A concentracdo que provoca uma diminuicdo na concentracao inicial de
DPPH em 50% é definida como concentracdo eficaz (EC50) ou concentracéo
inibitéria (IC50). O teste foi realizado por espectrofotometria conforme Zhang et al.,
(2007).

3.4 Genotoxicidade e Genoprotecao

O teste gemo é um método in vitro da capacidade genomodificadora de
compostos quimicos e sintéticos. Este € um protocolo que ndo utiliza sistemas
biolégicos, utilizado e desenvolvido para a quantificacdo do DNA dupla-fita (ASDNA)
exposto a substéncias quimicas. Esse método utiliza placa preta de 96 pocgos,
utilizando um corante altamente especifico de dsDNA (PicoGreen®) e DNA purificado
de timo de bezerro (dsDNA). O teste inclui um pro-oxidante de referéncia, peroxido de
hidrogénio (H-O2 3 molar), que permite a analise comparativa dos dados obtidos,
classificando a substancia testada ACG em varios niveis de genotoxicidade e ainda

se a mesma apresenta potencial de genoprotecio (CADONA et al., 2013).
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3.5 Protocolos in vitro com fibroblastos

A parte experimental do estudo foi conduzida nas dependéncias do Laboratorio
de Biogen6mica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) no qual ja
desenvolve diversos estudos em parceria com instituicdes de pesquisa da Amazénia.
Fibroblastos da linhagem HFF-1 (ATCC® SCRC-1041™) descongelados pelo Banco
de Células do Rio de janeiro (Figura 11), foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 15% de soro bovino fetal, 1% de antibidticos (penicilina/
estreptomicina) e 1% de antifungico (anfotericina B). As células permaneceram em
cultivo celular em condicdes estéreis em incubadora apropriada a 37°C com saturacao
de 5% de CO2 durante o tempo necessario para se adquirir a quantidade de células

necessaria para a realizacao dos experimentos.

Figura 11: Cultivo Celular de Fibroblasto. Visualizacao através de micréscopio invertido.
~— X3\ , , .

Fonte das Imagens: O autor.

Para a realizac&o dos testes in vitro o ACG foi dissolvido em DMSO 1%. Os
demais testes foram feitos com a concentracdo de 2uL/mL no qual fibroblastos
integros e rasgados foram expostos. O efeito do ACG na mortalidade, proliferacao
celular e migragéo dos fibroblastos foram determinados. Foram avaliados também o
efeito na modulacdo de marcadores oxidativos, de marcadores proliferativos (FGF-1

e KGF) e inflamatdrios.

3.5.1 Ensaios utilizados no estudo in vitro
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Indicadores do estresse oxidativo: A quantificacdo de EROs foi feita pelo
ensaio da diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) que mede a presenca de EROs,
principalmente H>.O> (HALLIWELL E WHITEMAN, 2004). Os niveis proteicos das
enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase foram mensurados
via teste imunoenzimatico ELISA aporpriado apds 24 horas e 72 horas de tratamento,
utilizando-se o kit Abcam®, conforme recomendacées do fabricante.

Indicadores de proliferagao celular: Foram quantificados dois marcadores
importantes de fatores de crescimento: fator de crescimento de fibroblastos (FGF-1) e
proliferacéo de fibroblastos e queratindcitos fortemente estimulados (ZERANSKA et
al., 2016) e fator de crescimento de queratindcitos (KGF-1) também conhecido como
FGF -7 que induz atividades mitogénicas e de sobrevivéncia celular. A quantificacao
desses dois marcadores serd realizada por imunoensaio utilizando kits similares e
procedimentos metodoldgicos descritos anteriormente. A sensibilidade e a faixa de
deteccdo de FGF-1 e KGF-1 foram respectivamente: FGF (0,78 -50 ng / mL) e KGF
(25 -1600 ng / mL).

Marcadores inflamatorios: As citocinas pro - inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-ae
IFN-y), bem como, a citocina anti-inflamatéria (IL-10), foram mensuradas utilizando-se
o kit Quantikine® Elisa, e o0s procedimentos experimentais seguiram as
recomendacdes da fabricante Abcam®. Todos os imunoensaios foram cortesia do
Laboratorio de Analises Clinicas LabMed Ltda onde foram feitas as analises.

3.6 Protocolos in vivo: modelo de Eisenia Fetida

Entre alguns invertebrados, a capacidade de regenerar partes do corpo
perdidas sdo muito bem desenvolvidas como € o caso das minhocas que sobrevivem
a bilhdes de anos, talvez em parte devido as suas habilidades regenerativas
(STURZENBAUM et al., 2004). Nestes animais, a regeneracdo ocorre através de um
processo de desdiferenciacdo, em que as ceélulas revertem para um estado
indiferenciado antes da reprogramacéo celular para formar novos tecidos (MYOHARA
etal., 1999; PEARSON, 2001). Em E. fetida ja foram identificados genes pluripotentes
gue sdo expressos em um padrao especifico durante a regeneracao.

Deste modo, o presente estudo foi conduzido a partir da extirpacao da

extremidade caudal da minhoca adulta clitelada (~1 cm) e analise do padréao
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regenerativo apds 7 dias. O protocolo utilizado foi similar ao descrito por Tao et al
(2018), que é descrito a seguir.

Minhocas californianas foram comercialmente adquiridas para a realizacédo dos
experimentos. As mesmas foram deixadas durante 10 dias para aclimatacdo em
condi¢cles laboratoriais, onde foram mantidas em 50% de terra e 50% de humus
comerciamente adquirida . A este substrato foi adicionado 5% de esterco seco como
fonte de nutrientes para as minhocas. O substrato foi mantido a 60% de umidade, pH
7.2-7.6, em recipiente escuro fechado, temperatura média de 25 + 2°C e ciclo
claro/escuro de 12:12 h.

Para a realizagdo do experimento as minhocas foram tratadas apenas com
agua (controle negativo hidrofilico), 6leo mineral (controle negativo lipofilico), com a
emulsdo sem a adicdo do ACG e com a emulsdo adicionada do produto ACG. A
melhor concentracdo (aquele que apresentou o0s resultados mais positivos nos
parametros avaliados) do produto identificada no estudo in vitro foi utilizada para a
realizacdo deste protocolo. O delineamento experimental dos tratamentos foi
conduzido com a colocac¢éo de 5 minhocas em cada tratamento com repeticdo de trés
vezes. Para a realizacdo da inciséo cirdrgica na regido caudal as seguintes etapas
foram realizadas e apresentadas na Figura 12.

(1) As minhocas foram retiradas da terra e lavadas com agua filtrada em
abundancia. A seguir as minhocas foram levemente secas utilizando toalhas de papel,

(2) Logo apos, elas foram mergulhadas (~10 segundos) em uma solucéo de
alcool etilico 10% disposta em uma placa de Petri, que auxiliou na assepsia dos
animais e também para produzir reacdo exotérmica que potencializa o resfriamento
corporal e paralisia temporaria;

(3) Logo a seguir, as minhocas foram transferidas para uma Placa de Petri com
agua congelada para finalizar o processo de crioanestesia,

(4) Este processo faz com que a minhoca ndo se enrole e fique imobilizada
permitindo assim a incisao cirurgica caudal (Ultimos 5 segmentos) com o auxilio de
um bisturi;

(5) Logo apds, a incisdo cirargica caudal, 2 yl do 6leo bifasico ou 2 pg de
emulsdo foram colocados na ferida com o auxilio de uma pipeta ou pincel;

(6) A seguir, as minhocas foram transferidas para recipientes com terra e

colocadas nas mesmas condi¢bes anteriormente descritas;
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(7) A area da incisdo de cada minhoca foi fotografada utilizando uma lupa com
sistema de foto integrado da marca Leica®.

(8) Apos 7 dias, foram observadas as seguintes caracteristicas: (1) ocorréncia
de regeneracéo; (2) coloracdo da area regenerada, ja que quanto mais rapido for o
processo 0s segmentos ficam mais escuros e definidos um em relagao aos outros; (3)
presenca de segmentos indicando regeneracao de 6rgaos e ndo so6 do tecido externo

(pele); (4) presenca de vascularizacao na area regenerada.

Figura 12- Processo de tratamento das minhocas. A- Processo anestésico utilizando gelo, B- Corte, C-
Tratamento, D- animais permaneceram por 2 horas em placas em contato direto com 0s respectivos
tratamentos em seguida as minhocas foram transferidas para terra em condi¢cdes apropriadas de
umidade e nutricdo onde permenaceram por 7 dias até serem avaliadas.

Fonte: Do autor
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3.6.1 Andlise do efeito do 6leo ACG em marcadores de qualidade da

regeneracao tecidual em Eisenia fetida

Como a minhoca € um animal com grande capacidade regenerativa, estudos
averiguando o quanto determinados produtos naturais ou farmacoldgicos podem
influenciar tal processo, sado de grande relevancia. Estas analises podem ser feitas
baseadas apenas na morfologia externa da minhoca investigando a taxa de
regeneracao e a qualidade da mesma. No presente estudo, estes indicadores foram
avaliados.

Para tanto, inicialmente a Figura 13 destaca-se as principais caracteristicas
comparadas entre os tratamentos e as minhocas controle. A Figura 13A destaca o
aspecto geral dos 05 ultimos segmentos caudais que sdo retirados por incisao
cirdrgica. Na minhoca integra pode ser observado uma clara separacdo entre os
segmentos feita por faixas escuras (mais largas) e faixas claras (mais finas). Quando
esta se mostra contraida, as partes claras ficam praticamente nao visiveis, tornando-
se muitas vezes, dificil a distincdo das faixas.

A Figura 13B apresenta um esquema geral do sistema circulatorio da minhoca
gue é fechado igual ao dos seres humanos. Na minhoca existe um grande vaso dorsal
e um grande vaso ventral que se ramifica em capilares. Estes vasos precisaréo ser
regenerados apds a incisao cirargica. A diferenca maior entre minhocas e seres
humanos em relacdo ao sistema circulatério € que a minhoca apresenta nos
segmentos anteriores (cefélicos) um conjunto de trés bombas vasculares maiores e
duas bombas vasculares menores, que sdo consideradas os “coracdes da minhoca”.
Ja& o ser humano possui apenas um coracao. Em relacdo aos vasos sanguineos, as
minhocas apresentam vasos sem endotélio enquanto que seres humanos possuem

esta camada epitelial recobrindo o interior dos mesmos.
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Figura 13- Caracteristicas morfoldgicas analisadas e comparadas entre minhocas submetidas a inciséo
cirrgica caudal. Tal processo ocorreu nos Ultimos 5 segmentos e subsequente tratamento com 6leo
ACG na apresentacdo de Oleo bifasico ou emulsdo: reorganizacdo geral dos segmentos e
proporcionalidade em relacdo aos demais segmentos ndo excisados, mielinizacdo dos segmentos,
presenca de cerdas ventrais, angiogénese dos grandes vasos, outras alteracfes pertinentes
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Fonte: Fotos tiradas pelo autor, e imagens disponiveis em:
< https://www.biologyjunction.com/earthworm_dissection.htm>. Adaptado pelo autor desta
dissertacgéo.

A observacéo visual da presenca de grandes vasos sanguineos na parte caudal
regenerada também foi observada neste estudo. Outra caracteristica anatdmica que
a minhoca possui diz respeito a presenca de duas cerdas em cada segmento que
auxilia na locomocao e escavacao do animal. Estas cerdas estdo localizadas apenas

na regiéo ventral da minhoca.


http://www.biologyjunction.com/earthworm_dissection.htm
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Além destas caracteristicas, a manutencdo da proporcionalidade em termos de
largura dos segmentos regenerados em relacdo aos demais segmentos corporais foi
comparada entre os tratamentos e os controles. A regeneracao mais afilada do altimo

segmento caudal também foi considerada na analise.

3.6.2 Analise do efeito do 6leo ACG na modulacdo da expressao do

gene embrionario SOX-4 em Eisenia fetida

Apoés 24 horas as minhocas foram fotografadas, sacrificadas e o segmento
regenerado e\ou em regeneracao foi cortado para anélise da expressao do gene SOX-
4, que de acordo com Bhambri et al., (2017) o tecido de regeneragao tem genes
reguladores que coordenam tal processo como € o caso do SOX-4.

Além desta analise, um segundo protocolo foi realizado para avaliar o efeito do
produto ACG sob a forma de 6leo bifasico na modulagéo da expressao do gene SOX-
4. Este protocolo foi conduzido a partir da execucéo utilizando o ensaio do papel filtro
gue é padronizado e publicado pela OECD em estudos toxicologicos envolvendo
minhocas.

(1) Uma solugéo contendo o produto ACG (10 pL) em alcool etilico 92% foi
obtida. Uma solucdo similar contendo apenas 6leo mineral foi também
produzida;

(2) A seguir estas solucdes foram utilizadas para umedecer papeis filtros (90
mm x 10 mm) dispostos em bandejas. O excesso da solucéo foi retirado
apos os papéis ficaram 100% umedecidos;

(3) ApoOs a evaporacao do alcool e a secagem completa dos papéis 0s mesmos
foram utilizados para a realizacao dos testes;

(4) No fundo das Placas de Petri foi colocado um papel filtro previamente
tratado como anteriormente descrito;

(5) Minhocas cliteladas foram coletadas e lavadas em agua abudante para
retirar o excesso de terra;

(6) O excesso de agua foi retirado enxugando-se levemente as minhocas em
um papel filtro;

(7) A seguir as minhocas foram anestesiadas. Este procedimento foi feito um
a um - de modo individual -. Com um auxilio de uma pinca as mesmas foram

rapidamente mergulhadas em uma solucdo de alcool 20% e repassadas
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para uma placa de Petri contendo gelo (& agua foi previamente congelada
dentro da Placa). Como o alcool induz uma reacdo exotérmica este
procedimento leva a uma paralisia temporaria das minhocas em decorréncia
da baixa temperatura.

(8) Assim que uma dada minhoca foi anestesiada, a mesma foi disposta sobre
uma Placa de Petri invertida recoberta com parafilme e observada na lupa.
Apos ajustar a minhoca e garantir visibilidade, os ultimos 4 segmentos foram
contados e foi feita uma inciséo cirdrgica entre o 4° e 0 5° segmento;

(9) A seguir a minhoca foi transferida para a Placa de Petri contendo o papel
filtro previamente tratado;

(10) Apoés a repeticdo deste procedimento em trés minhocas dispostas ha
mesma placa de Petri, esta placa foi recoberta com outro papel filtro
previamente tratado.

(11) A seguir foi adicionado 1 mL de meio de balanco eletrolitico para
minhocas (LBBS) com adicdo de 1% de glicose para garantir que as
mesmas permanecessem hidratadas e nutridas.

(12) Este procedimento foi repetido para as minhocas controles, tratadas com
0leo mineral e tratadas com o produto ACG.

(13) Apobs 24 horas do procedimento cirdrgico, foi realizada eutanasia rapida
das minhocas a partir da imersdo das mesmas em alcool 70% e, feita uma
nova incisdo cirdrgica entre o0 5° e o 7° segmentos. Este tecido foi entéo
processado em trizol para extracdo do RNA e andlise da expresséo génica
foi realizada conforme descrito anteriormente por Barbisan e colaboradores

(2014), em processo de extracao idéntico ao utilizado em cultura de células.
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3.7 Analises Estatisticas

Todos os testes in vitro e in vivo foram realizados em triplicata. Os valores
obtidos apresentados como percentual em relagao ao valor do controle negativo (sem
nenhum tratamento). Os resultados apresentados sob a forma de média + desvio
padrdo (DP) ou erro padrdao (EP). A comparacdo entre os tratamentos foi feita por
analise de variancia (uma ou duas vias, conforme for o caso) seguida de testes post
hoc de Dunnet, Tukey ou Bonferroni (conforme for o caso) e o Software utilizado para
a analise estatistica foi o Graph Pad Prism versdo 5.0. As analises das areas
regeneradas da minhoca foram feitas a partir de observacdo visual e também de
avaliacdo das areas via pacote de software de andlise de imagem Digimizer (versao
5.3.5, modificado pela ultima vez: janeiro de 2019, MedCalc Software, Bélgica) que
permite medi¢cdes manuais, bem como, deteccdo automatica de objetos com
medicdes de caracteristicas de objetos. Considerando que o tamanho médio do
perimetro de regeneracao € variavel a comparacao entre os grupos de tratamento foi
feita através das medianas por meio da analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis.
Todos os valores de p foram bicaudais. O valor alfa foi definido para <0,05 para

determinar a relevancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao do extrato bifasico ACG
A capacidade antioxidante do produto ACG foi avaliada em comparagao do

polifenol rutina utilizado como molécula de referéncia e também em relagdo ao 6leo
de andiroba, copaiba e extrato aquoso de guarana. Os resultados mostraram que o
produto ACG apresentou maior capacidade antioxidante do que os 6leos puros e 0 p6
extrato aquoso de guarana quando estes foram analisados isoladamente. A
capacidade antioxidante do produto foi mais préxima a observada na rutina, ainda que

significativamente mais baixa (Figura 14).

Figura 14- Capacidade antioxidante do ACG, analisada via teste DPPH.
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A capacidade genoprotetora também foi avaliada, os resultados foram similares aos
observados na capacidade antioxidante. A analise destes resultados possibilitou a
escolha da faixa de concentragao a ser testada nos fibroblastos que foi de 0,1; 0,3 0,5;
1,0 e 2,0 pL/mL. A concentracdo de 1 pL/mL do produto ACG n&o ocasionou
mortalidade em culturas de 24 h e, ao contrario aumentou significativemente a
viabilidade em relacéo ao grupo controle (114.5 +2.3 % (p < 0 .001).
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Com base nestes resultados iniciais a concentragéo do produto ACG 2 puL/mL
foi escolhida para a realizacdo dos testes adicionais de andlise do potencial efeito
cicatrizante do produto.

O “Strach assay” foi entdo realizado nos fibroblastos, e conforme se pode
observar na figura 15, o tratamento com o ACG foi capaz de induzir maior taxa de

migracao de fibroblastos quando comparadas as células rasgadas e nao tratadas.

Figura 15- Analise da migracédo de fibroblastos utilizando o ensaio in vitro Strach (A) area rasgada de
cultura de fibroblastos; (B) migracao de fibroblastos apds 12 h de rasgo de cultura de fibroblastos; (C)
migracao de fibroblastos apds 24 horas em cultura ndo tratada; (D) migracdo de fibroblastos em células
tratadas AC ap0s as 24 h. (E) Migracéo de fibroblastos do ensaio de cicatrizacdo de feridas por rasgo
expresso como migragéo celular relativa calculada dividindo a alteragdo percentual na area rasgada
das células tratadas com ACG por 12 h, 24 h ou 72 h na éarea riscada as 0 h em cada tratamento.
Controle (C); O periodo de tempo de cada tratamento para “curar a ferida” foi comparado por analiise
de variancia One-Way seguida por teste post hoc de Tukey. Diferencas estatisticamente significativas
sdo denotadas por diferentes letras (a, b, c).
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Em culturas de 72 h de fibroblastos rasgados e nao rasgados foram analisados
os niveis de dois marcadores de proliferacdo celular: FGF e KGF (Figura 16), em
ambos 0s casos o tratamento com ACG elevou os niveis proteicos destas proteinas
pré- proliferacdo celular.

Figura 16: Marcadores proliferativos FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos) e de KGF (Fator de
Crescimento de Queratinécitos). Comparacédo entre controle rasgado sem tratamento e rasgado com
ACG. Os dados sao apresentados como valores médios + erro padréo e expressos como porcentagem
do valor de controle rasgado. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre o controle e 0 ACG
pela analise ANOVA unidirecional seguida do teste post hoc de Tukey com p <0,05.
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A analise dos marcadores oxidativo incluiu os niveis proteicos das enzimas
antioxidantes Superoxido dismutase, Catalase e glutationa peroxidase, cujos 0s

respectivos resultados apos 24 e 72 horas de exposicdo ao ACG séo apresentados
na Figura 17.
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Figura 17- Niveis das enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GPX). Na figura A: niveis proteicos da Superoxido Dismutase, na figura B: niveis proteicos
da Catalase, na figura C: niveis proteicos da Glutationa Peroxidase, sdo apresentados os resultados
comparando os niveis de cada enzima em células rasgadas sem tratamento e com tratamento apés 24
e 72 horas. Os dados séo apresentados como valores médios + erro padrdo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre o controle e o0 ACG pela analise ANOVA unidirecional seguida do teste

post hoc de Tukey com p <0, 05
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Também foi realizada a analise dos niveis de EROs apés 24 e 72 horas de
tratamento das células rasgadas, entretanto nesta analise ndo observamos diferenca

significativa entre células tratadas e ndo-tratadas.
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Figura 18: Niveis de Espécies Reativas de Oxigénio. Apds 24 e 72 horas de tratamento com ACG. Os
dados sdo apresentados como valores médios * erro padrédo. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre o controle e 0 ACG pela analise ANOVA unidirecional seguida do teste post hoc de
Tukey com p <0, 05.
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Apoés 72 horas de tratamento com o composto ACG, também foram avaliados
os niveis das citocinas pro-inflamatorias, IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e da IL-10 que é
anti-inflamatéria. E novamente, o composto ACG mostrou-se proé-cicatrizagao,
modulando atividade anti-inflamatdria diminuindo os niveis das citocinas pro-
inflamac&o, ao mesmo tempo que eleva os niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10,

em comparacao com as células ndo tratadas (Figura 19).
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Figura 19: Marcadores do metabolismo inflamatorio dos fibroblastos HFF-1 rasgados. A exposicdo ao
composto ACG diminuiu todas as citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y) e aumentou a
citocina anti-inflamatéria (IL-10). Os dados sé@o apresentados como valores médios * erro padrao.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre o controle e 0 ACG pela analise ANOVA

unidirecional seguida do teste post hoc de Tukey com p <0,05.
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O efeito do 6leo bifasico ACG sobre a regeneracdo da regido caudal das

minhocas submetidas a inciséo cirtrgica foi avaliado. A Figura 20 apresenta ilustracéo

do processo de incisao cirargica realizado nas minhocas.
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Figura 20 - Principais etapas da incisdo cirirgica em minhocas. (A) Minhoca com a parte posterior
integra, destacando os 05 segmentos que foram cirurgicamente retirados. A foto também mostra
ocorréncia de afilamento harmdnico dos ultimos segmentos em relacdo a parte anterior da minhoca. As
cerdas presentes em cada segmento também sao identificadas. (B) Incisdo cirdrgica com bisturi dos 4
segmentos; (C) detalhe da separacdo dos segmentos do restante do corpo; (D) incisdo completamente
finalizada.
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O produto ACG foi testado considerando duas formas de apresentacéo
farmacoldgica, oleoso/aquosa (6leo bifasico) e sob a forma de uma emulsdo. Como
pode ser observado na Figura 21A, ap0s sete dias da incisdo cirirgica as minhocas
controles apresentavam uma regeneracao parcialmente completa, com cerdas

nascentes, segmentos em fase inicial de mielinizagcéo e separagéo em faixas claras e
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escuras. Os vasos sanguineos maiores ainda eram finos e de baixa visibilidade. A
proporgdo dos segmentos regenerados em relacdo aos demais estava mantida
(Figura 21B) ainda que o segmento final ndo estivesse mais afilado do que os demais.
Na presenca do 6leo bifasico ACG a regeneracédo se apresentou de modo completo,
com segmentos escuros e claros bem definidos, presenca de cerdas na regido ventral
(Figura 21C). A vascularizacdo da regido regenerada também estava visivel e dentro
do padrdo morfolégico esperado (Figura 21D). Os segmentos regenerados
apresentaram proporcionalidade em relacao aos segmentos remanescentes e o Ultimo
segmento ja possuia aspecto mais afilado como se € observado na minhoca néo
cortada (Figura 20E). Quando as minhocas foram tratadas apenas com 6leo mineral,
0S segmentos apresentaram uma hiper - mielinizacéo e presenca de pares extras de
cerdas na regido dorsal no 1° segmento, entre o 2° e 3° segmentos.

Dois pares de cerdas adicionais na regido dorsal do 5° segmento também foram
identificados sugerindo que o 6leo mineral também induziu alterag6es morfoldgicas
neste segmento que nado foi retirado, mas que se apresentava lesionado em
decorréncia da incisdo cirargica. Cerdas ventrais continuaram sendo observados nas
minhocas tratadas com 6leo, nos segmentos que nao foram cirurgicamente retirados
(Figura 21E). Porém, o tratamento com O6leo mineral ndo induziu alteracBes nas
proporcdes dos segmentos regenerados em relacdo aos demais. Afilamento do
primeiro segmento também foi observado nestas minhocas, indicando regeneracao

completa da area extirpada cirurgicamente.
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Figura 21- Comparacgéo das areas regeneradas. Entre minhocas controle negativo (sem tratamento),
tratadas com o 6leo bifasico ACG (produzido a partir de andiroba, copaiba e extrato aquoso de pé de
guarana e 6leo mineral (controle positivo)). SR= segmento regenerado; S= demais segmentos.

Controle Controle

Cerdas

7

Ao contrario do aparente efeito benéfico na qualidade da regeneragéo caudal
das minhocas, a emulséo, com ou sem a presenca do produto ACG causou extensivas
alteracdes neste processo. As principais alteracdes detectadas séo representadas por
fotografias na Figura 22.

Entre estas, salientam-se: (1) alteracdes nas propor¢des (larguras) entre os

segmentos regenerados e os demais ocorrendo muitas vezes desorganizacao
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morfoldgica clara, com altera¢des nas regides convexas que deveriam ser observadas
principalmente na regido dorsal (Figura 22A-21E); (2) alteragdes no primeiro
segmento anal que muitas vezes nao apresentou o afilamento usual (Figuras 22B,
22C), apresentou-se hipermielinizado em relacdo aos outros segmentos regenerados
(Figura 21D) e formato bilobulado (Figura 22F); (3) ocorréncia de alteracdes no padréo
da angiogénese com vasos sanguineos dispostos fora do padréo usual (Figura 22B);
(4) ocorréncia de mielinizacdo heterogénea, com hipermielizacdo na regido dorsal
(HM) e sem mienilzacdo na regiao ventral (SM) (Figura 22C).

Figura 22- Representagdo das principais alteragcdes observadas em minhocas submetidas a inciséo
cirirgica da regiao posterior (anal) e tratadas com emuls&o (com e sem o produto ACG). SR= segmento

regenerado; S= segmentos; Va= vasos sanguineos; HM= himerpielinizacdo; SM= sem mielinizagao.

Com base nestes resultados foi conduzida uma analise complementar apenas
com o Oleo bifasico ACG no qual foi avaliado o efeito do mesmo na modulacdo da
expressdo de trés genes relacionados a regeneracgéo tecidual. Estes trés genes que
estdo ativos em células-tronco embrionérios sédo reativados na minhoca, quando
ocorre perda de uma parte da regido corporal. Esta reativacdo permite entdo a
diferenciacao dos tecidos e 6rgdos perdidos.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o possivel efeito em marcadores do processo de
cicatrizacdo, de um novo produto produzido a partir de trés plantas amazonicas:
andiroba, copaiba e guarana. O referido produto (ACG) desenvolvido e submetido a
patente por Maia-Ribeiro et al (2019) com o objetivo inicial de melhorar a qualidade
da derme. Tanto no modelo in vitro quanto in vivo os resultados sugeriram que o
produto poderia ter efeitos benéficos de interesse para a area cirugica. Os mesmos
séo discutidos a seguir.

No modelo in vitro, o ACG apresentou potencial efeito benéfico no processo de
migracéao de fibroblastos, na diminuicdo de marcadores oxidativos e na modulacéo de
marcadores inflamatoérios. JA no modelo in vivo, apesar do produto ndo acelerar o
processo de cicatrizagdo em relagdo ao grupo controle, os marcadores de
regeneracao indicaram acao benéfica do produto. Isto porque, a segmentacao estava
bem definida, a queratinizacdo e mielinizacéo indicada pelo escurecimento do local
regenerado era mais intensa, e a presenca de formacdo de novos vasos sanguineos
também estava mais acentuada em relacdo ao controle. Entretanto, é importante
destacar que em relacao as duas formas de apresentacédo do produto que foram aqui
testadas em minhocas, o 6leo bifasico apresentou maior eficacia e menor taxa de
disturbios na regeneracdo do que a emulséo. Esta diferenca entre os resultados das
duas apresentacfes sera posteriormente discutida.

Os resultados in vitro indicaram que o produto apresentou efeito na velocidade
de migracdo dos fibroblastos para o local do corte, e também nos marcadores
oxidativos, inflamatérios e de proliferacdo celular. Estes resultados possivelmente
estdo associados as propriedades individuais das plantas componentes do ACG. De
fato, tratamentos alternativos usando plantas medicinais tém sido utilizados na
medicina tradicional. Este € o caso da andiroba, cujas propriedades anti-inflamatdrias
parecem depender da presenca de limonoides. Além disto, estudos tém sugerido que
a andiroba apresenta efeitos inibitorios sobre as ac¢des da histamina, da bradicinina e
do fator ativador de plaquetas (PENIDO et al., 2006; HENRIQUES E PENIDO, 2014;
BURLANDO E CORNARA, 2017).

Em um estudo conduzido Chia et al (2018) em ratos no qual foram feitas
incisbes, o0 tratamento topico com emulsdo a base de andiroba foi testado. Os

resultados mostraram que as feridas tratadas foram menores, contrairam
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anteriormente e aumentaram a angiogénese. Os autores também descreveram um
importante papel anti-inflamatério do tratamento com andiroba e a modulagéo
associada de macréfagos, miofibroblastos e niveis de TGFB3. As fibras de colageno
nas feridas tratadas também foram mais organizadas e menos densas, semelhantes
a pele néo ferida, o que provavelmente contribuiu para a maior resisténcia a tracao.
Como as minhocas tratadas com o Oleo apresentaram maior organizacdo dos
segmentos caudais em relacdo ao controle, é possivel que este resultado tenha sido
especialmente influenciado pela andiroba. A andiroba também possivelmente
contribui para uma modulacdo dos marcadores inflamatoérios induzida pela presenca
do 6leo bifasico ACG.

A copaiba €& uma planta tradicionalmente utilizada em processos de
cicatrizacdo de lesdes cutaneas e mucosas (RICARDO et al., 2018). Estudos tem
corroborado este efeito, como € o caso da investigacdo conduzida por Feitosa et al
(2018) que descreveu eficiéncia no processo de cicatrizacdo de bexigas de ratos.
Wagner et al (2017) também relataram acao cicatrizante em feridas orais conduzida
pela copaiba. Entretanto, outra investigacdo realizada por Martini et al (2016) e
publicada na Revista do Colegio Brasileiro de Cirurgia sugeriu que apesar do 6leo de
copaiba influenciar positivamente o processo de cicatrizacdo ele foi menos efeitvo do
gue a nitrofurazona na cicatrizagdo por segunda intencéo de incisdes realizadas em
ratos. Infelizmente estudos sobre mecanismos causais do 6éleo de copaiba sobre a
cicatrizacdo ainda sao bastante incipientes. De todo modo, é possivel que o 6leo de
copaiba também contribua para a eficiéncia nos marcadores de cicatrizacdo testados
no modelo in vitro.

Em relacdo aos resultados obtidos nas minhocas, é importante realizar
inicialmente algumas consideracdes sobre as diferencas de resultados obtidas entre
0 Oleo bifasico e a emulsdo. No caso, enquanto o 6leo bifasico apresentou maior
efichcia e menor taxa de distarbios na regeneracdo, minhocas expostas a emulsao
apresentaram disturbios claros no processo regenerativo. Porém, vale ressaltar que
as alteracbes no processo regenerativo observadas na emulsdo parecem ter sido
provocadas pelos incipientes da mesma, e néo pelo produto aqui testado. E possivel
gque este fato esteja relacionado com a biologia da pele da minhoca que possui
algumas diferencas em relacéo a pele dos seres humanos.

A pele e o sistema respiratério da minhoca tém uma interacao intima, ja que as

minhocas possuem uma respiracdo tegumentar ou cutanea, nao existindo sistema
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respiratério especifico. Dentro deste contexto € importante conhecer melhor a
estrutura da pele. Na regido mais externa existe uma cuticula de quitina que é
secretada pela epiderme que se encontra logo abaixo e confere a minhoca um brilho
iridescente.

A epiderme é composta por uma Unica camada de célula epitelial colunar no
qual se encontram também células mucosas que ficam secretando constantemente
muco, que recobre o corpo externo do animal. O muco tem funcéo relevante para a
minhoca ja que facilita a sua aderéncia no meio facilitando assim a sua locomocéao.
Além disto, 0 muco garante a umidade necessdria para que as trocas respiratorias
entre oxigénio e gas carbdnico ocorram com maior eficiéncia. A respiracdo da
minhoca ocorre por gradiente de difuséo (onde o oxigénio se desloca para o local em
gue esta menor concentracdo e o gas carbodnico faz o caminho inverso). Para tanto,
estes gases deverdo atravessar as camadas que estdo abaixo e subjacentes a
epiderme a fim de chegarem até a rede de vasos sanguineos. Este consiste de dois
vasos sanguineos principais que percorrem todo o corpo do animal. Posteriormente
serdo comentados aprofundadamente as principais caracteristicas do sistema
circulatério das minhocas. Assim, € possivel que a emulsao tenha diminuido e tenha
ocasionado algum nivel de obstrucdo no local em que ocorreu a incisdo impedindo
assim trocas gasosas eficientes (VELKI E, ECIMOVIC, 2017).

O corpo da minhoca possui tecido muscular organizado em dois grandes
grupos: musculo circular e longitudinal. Diferente do tecido epidérmico dos mamiferos,
a epiderme secreta uma membrana basal que se liga difetamente ao tecido muscular
circular, e ap6s o tecido muscular longitudinal. Ou seja, na minhoca ndo se encontra
um tecido conjutivo bem estruturado. Entremeado nestes tecidos existem diversos
capilares sanguineos que facilitam a difusdo do oxigénio e gas carbénico durante a
respiracao.

Outra possivel explicacao, diz respeito ao proprio sistema imune da minhoca.
As minhocas s&o animais celomados, ou seja, apresentam cavidades corporais
semelhantes a cavidade peritoneal humana. Esta cavidade esta cheia de um fluido
(liquido) celémico, que tem como funcdo a manutencdo da pressdo hidrostatica,
defesa (contém uma boa parte de células imunes com fungdes similares a macrofagos
(fagdcitos) e a granulécitos, faz a distribuicdo de nutrientes ao longo do corpo, e auxilia
na excrecdo de residuos e metabdlitos, ja que na cavidade celdmica encontram-se

tubulos (metanefridios) que fazem o papel do sistema excretor. O celoma da minhoca
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é dividido em septos assim que, quando ocorre a extrusao celémica este processo
ndo ocorre de modo uniforme em todo o corpo da minhoca. Esta consolidado na
literatura que minhocas séo consideradas um modelo ideal para o estudo da evolucéo
celular das respostas imunes mediadas pelos seus leucocitos (celomécitos). Estes
organismos possuem sistema imune inato (humoral = inflamatorio) e também
adaptativo (incluindo resposta a rejeicao de tecidos e érgaos) (COOPER, 1999).

Além dos leucécitos da minhoca apresentarem fungdes similares aos leucocitos
humanos, como as minhocas ficam ingerindo constatantemente terra elas possuem
outro processo gue auxilia a limpeza do liquido celdmico que acaba se enchendo de
impurezas incluindo residuos inorganicos e microorganismos. Este processo se
denomina encapsulamento, onde células semelhantes aos granuldcitos envolvem
estes materiais e destroem os mesmos, 0s aprisionam. Este processo finaliza quando
as células das bordas perdem a adesividade e as células que fazem parte do
encapsulamento produzem grande quantidade de melanina formando estruturas
chamadas de “corpos marrons” (Figura 23). Segundo o estudo de Valembois et al
(1992)1 “a formacéo de corpos marrons na cavidade celdmica pode ser consequéncia
de uma agressao de celomdcitos em torno de células estranhas ofensivas, como
bactérias, gregarinas, fragmentos de enxertos incompativeis e auto-estruturas
alteradas, como cerdas ou células musculares necroticas”.

Estes corpos marrons séo expelidos do interior das minhocas por um processo
chamado “extrusdo celdbmica” que libera os mesmos e também outras células
leucocitarias para o exterior do corpo das minhocas via poros presentes no tegumento
destes organismos. Além disto, foi previamente descrito que quando parte de uma
minhoca € cortada, glébulos brancos se acumulam na superficie de corte para formar
um bloqueio que faz com que a ferida se feche rapidamente. Dois dias depois, uma
estrutura visivel pode ser observada no ponto de lesdo. Esta estrutura € denominada
‘blastema” (CHO et al., 2009). ResseccOes da porgdo posterior da minhoca
regeneram mais rapidamente que as ressecc¢des da porcao anterior (Qi et al.,2004).

Pois bem, é possivel que o efeito negativo da emulsdo nas minhocas tenha

ocorrido pelo fato de as mesmas obstruirem os poros impedindo a liberagdo dos
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corpos marrons e do restante do celoma. Este processo poderia levar a uma
“intoxicagao e causar dano a regeneragao”.

Assim, parece que o modelo experimental de minhocas possui uma limitagao
guando se trata de testar produtos sob a forma de emulsdes. Por este motivo, estudos
complementares deverdo ser feitos em outros modelos para avaliar a eficacia entre o
Oleo bifasico e a emulsdo. Existe também a possibilidade de desenvolvimento de
novas formas de apresentacao do produto, como € o caso da nanoformulacéo. Esta

também devera ser futuramente testada.

Figura 23- Microfotografia do celoma extrudadao de minhoca destacando a presengca de um corpo
marrom.

Autor: Laboratorio de Biogenomica (2019).

Outro conjunto de resultados importantes de serem discutidos versa sobre a
modulacdo da expressdo de alguns genes relacionados com a regeneracdo. A
regeneracdo geralmente envolve a reativacdo de fatores reguladores do
desenvolvimento que coordenam o crescimento e a diferenciagdo de fatores
pluripotentes; Células progenitoras ou células-tronco (OZEKI et al., 2007). Ainda,
relata-se que células especializadas podem ser des-diferenciadas e assim,
transformadas em células-tronco, através da influéncia de fatores pluripotentes
(YAMANAKA E TAKAHASHI, 2006).

Na minhoca existem cinco genes identificados com a regeneragédo da cauda,
destacando o SOX 4 (ZHENG et al.,, 2016). Neste trabalho, ocorreu uma leve

diferenca na modulacdo da expressao deste gene entre as minhocas controle e as
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minhocas tratadas, sendo que a elevagao deste gene 1.5x em relagédo no tratamento
com 6leo ACG, é uma demonstracao de efeito pro-cicatricial do produto via efeito na
modulacdo de genes da regeneracéao tecidual.

Em sintese, apesar das limitacdes metodolégicas associadas ao uso de
modelos experimentais, o conjunto dos resultados indica que o produto ACG poderia
melhorar a qualidade da regeneracédo tecidual e do processo cicatricial. Estudos
adicionais precisam agora ser conduzidos em ratos (ou similares) a fim de comparar
a eficiéncia do ACG em relacdo a outros produtos j& clinicamente utilizados. Como o
uso de Oleos pode afetar negativamente a cicatrizacdo de incisdes cirurgicas de seres
humanos estes estudos adicionais poderiam testar a eficacia do produto sob a forma

de emulsbes e géis.

6 CONCLUSAO

Apesar das limitacdes metodoldgicas inerentes a trabalhos desenvolvidos in

vitro e em modelos experimentais de ndo mamiferos, consideramos relevantes o0s
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dados obtidos neste estudo uma vez que foi desenvolvido um novo produto aqui
denominado ACG, que esta em fase de registro de patente, todos os objetivos aos
guais nos propomos foram respondidos sendo que o0s resultados iniciais mostram
acao antioxidante, anti-inflamatéria e pro-cicatrizacdo do composto desenvolvido,
mais estudos precisam ser desenvolvidos para comprovacdo dos resultados aqui
obtidos, entretanto acreditamos que futuramente o desenvolvimento de um produto
comercial com fins clinicos podera ser uma realidade, beneficiando pacientes,
profissionais de saude e também as cadeias produtivas da Amazbnia. Parte dos
resultados desta dissertacéo fardo parte do livro A Closer Look at Fibroblasts da
editora americana Nova Science Publishers. Outra parte dos resultados esta sendo

utilizada para juntamente com os processos de extracdo fazer parte de uma patente.
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